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ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ 


ΤΗΣ ΕΛΛΗΝΙΚΗΣ ΔΗΜΟΚΡΑΤΙΑΣ 


ΤΕΥΧΟΣ Π ΡΩΤΟ Αρ. Φύλλου 214 

6 Οκτωβρίου 2000 


ΠΡΟΕΔΡΙΚΟ ΔΙΑΤΑΓΜΑ ΥΠΆΡΙΘ. 255 

Μέτρα γιατονέλεγχοτου παθογόνου βακτηρίουτωνγε- 
ωμήλων και της ντομάτας ΒαΙεΙοηίαεοΙαηαοθαΓυΓΠ (3πτίΐΓι) 
ΥαόυυοΙιί θί αΙ σε συμμόρφωση προς την Οδηγία 98/57/ΕΚ 
του Συμβουλίου. 

Ο ΠΡΟΕΔΡΟΣ 

ΤΗΣ ΕΛΛΗΝΙΚΗΣ ΔΗΜΟΚΡΑΤΙΑΣ 

Έχοντας υπόψη: 

1. Τις διατάξεις: 

α. του άρθρου 4του Ν.2147/52 "περίπρολήψεως και κα¬ 
ταστολής των ασθενειών και εχθρών των φυτών και περί 
οργανώσεως της φυτοπαθολογικής Υπηρεσίας" 
(ΦΕΚ/155/τ.Α/5-6-1952). 

β.του Π.Δ. 332/ΦΕΚ 178/τ.Α/29-8-95 άρθρου 19 "Μέτρα 
προστασίας κατά την εισαγωγή στη χώρα ή μέσω αυτής 
σε άλλο κράτος μέλος της Ευρωπαϊκής Ένωσης οργανι¬ 
σμών επιβλαβών για τα φυτά ή τα φυτικά προϊόντα και κα¬ 
τά της εξάπλωσής τους στο εσωτερικό της, σε συμμόρ¬ 
φωση προς την οδηγία 77/93/ΕΟΚτου Συμβουλίου". 

γ.του άρθρου 1 παρ. 1 και 3 του Ν. 1338/83 "εφαρμογή 
του Κοινοτικού δικαίου" (ΦΕΚ34/τ.Α/3-3-83) όπως τροπο¬ 
ποιήθηκε από το άρθρο 6 του Ν. 1440/84 "Συμμετοχή της 
Ελλάδος στο Κεφάλαιο, στα αποθεματικά και στις προ¬ 
βλέψεις της Ευρωπαϊκής Κοινότητας Άνθρακες και Χάλυ¬ 
βες και του Οργανισμού Εφοδιασμού ΕΥΡΑΤΟΜ" (ΦΕΚ 
70/τ.Α/21-5-1984). 

γ. Του άρθρου 29Ατου Ν. 1558/1985 "Κυβέρνηση και 
Κυβερνητικά Όργανα" (Α137) όπως το άρθρο αυτό προ¬ 
στέθηκε με το άρθρο 27 του Ν. 2081/1992 (Α 154) και α- 
ντικαταστάθηκεαπότο άρθρο 1 παρ.2ατου Ν. 2469/1997 
(Α 38) και του γεγονότος ότι από τις διατάξεις του παρό¬ 
ντος Π. διατάγματος προκαλείται δαπάνη σε βάρος του 
Προϋπολογισμού του Νομικού προσώπου "Κεντρικό Τα¬ 
μείο Γεωργίας, Κτηνοτροφίας και Δασών (Κ.Τ.Γ.Κ. καιΔα- 
σών)" ύψους 15.000.000 δρχ. περίπου για το τρέχον Οικο¬ 
νομικό έτος και 30.000.000 δρχ. περίπου για καθένα από 
τα επόμενα οικονομικά έτη. Για την ανωτέρω δαπάνη έχει 
εγγράφει πίστωση στον Προϋπολογισμό του Νομικού αυ¬ 
τού προσώπου ύψους 15.000.000 δραχμών μετά στοιχεία 
φορέας 110 και ΚΑΕ 5184. 

2. Την 353001/2000 (ΦΕΚ 556/2000) κοινή απόφαση του 
Πρωθυπουργού και του Υπουργού Γεωργίας για "Ανάθε¬ 
ση αρμοδιοτήτων στους Υφυπουργούς Γεωργίας Ευάγ¬ 
γελο Αργύρη και Φώτη Χατζημιχάλη". 


3. Την υπ’ αριθ. 269/2000 Γνωμοδότηση του Συμβουλί¬ 
ου της Επικράτειας με πρόταση του Υφυπουργού Εθνικής 
Οικονομίας και του Υφυπουργού Γεωργίας, αποφασίζου¬ 
με: 

Άρθρο 1 

(Άρθρο 1 Οδηγίας 98/57/ΕΚ) 

Ορίζουμε, σε συμμόρφωση προς την οδηγία 98/57/ΕΚ 
της 20ης Ιουλίου 1998 (Ε.Ε.ί 235/21-8-98), την εφαρμογή 
σ’ ολόκληρη τη Χώρα των μέτρων κατά του ΒαΙεΐοπία 
5θΐ3η3θθ3ΐ·υπι (δπιίΐά) ΥαόυυοΙιί θί 31., παλαιότερα γνω¬ 
στού ως ΡεβυάοπιοπΒε εοΐ3η3θθ3Γυπι (δπιίίίι) δσιίίύ, (ε¬ 
φεξής καλούμενο "ο οργανισμός") σε σχέση με τους ξενι¬ 
στές του οργανισμού που αναφέρονται στο παράρτημα I 
τμήμα 1 (εφεξής καλούμενοι "καταχωρημένο φυτικό υλι¬ 
κό"), για: 

α) τον εντοπισμό του και τον προσδιορισμό της διασπο- 
ράςτου- 

β) την πρόληψη της εμφάνισης και της μετάδοσής του 1 
γ) σε περίπτωση διαπίστωσής του, την πρόληψη της με¬ 
τάδοσης και την καταπολέμησή του με σκοπό την εξάλει¬ 
ψή του. 

Άρθρο 2 

(Άρθρο 2 Οδηγίας 98/57/ΕΚ) 

1. Η Διεύθυνση Προστασίας Φυτικής Παραγωγής η ο¬ 
ποία στο εξής θ’ αποκαλείται αρμόδια αρχή πραγματο¬ 
ποιεί ετήσιες συστηματικές επίσημες μελέτες για τον ορ¬ 
γανισμό στο καταχωρημένο φυτικό υλικό που προέρχεται 
από την επικράτεια της Χώρας. Π ροκειμένου να προσδιο¬ 
ριστούν οι άλλες πιθανές εστίες μόλυνσης που απειλούν 
την παραγωγή του καταχωρημένου φυτικού υλικού η αρ¬ 
μόδια αρχή πραγματοποιεί αξιολόγηση του κινδύνου και, 
εκτός από την περίπτωση κατά την οποία ο οργανισμός έ¬ 
χει αναγνωριστεί κατά την αξιολόγηση, διεξάγει, στις πε¬ 
ριοχές παραγωγής του καταχωρημένου φυτικού υλικού, 
στοχοθετημένες επίσημες μελέτες για τον οργανισμό σε 
φυτά άλλα από το καταχωρημένο φυτικό υλικό, συμπερι¬ 
λαμβανομένων των άγριων ξενιστών της οικογένειας των 
σολανωδών, καθώς και στο επιφανειακό νερό που χρησι¬ 
μοποιείται για άρδευση ή ψεκασμό του καταχωρημένου 
φυτικού υλικού και στα υγρά απόβλητα που απορρίπτο¬ 
νται από εγκαταστάσεις βιομηχανικής μεταποίησης ή συ- 
σκευασίας του καταχωρημένου φυτικού υλικού και που 
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χρησιμοποιούνται για άρδευση ή ψεκασμό του καταχω- 
ρημένου φυτικού υλικού. Η έκταση αυτών των στοχοθε- 
τημένων μελετών καθορίζεται ανάλογα με τον διαπιστω¬ 
μένο κίνδυνο. Η αρμόδια αρχή μπορεί επίσης να διεξάγει 
επίσημες μελέτες για τον οργανισμό σε άλλο υλικό, όπως 
υπόστρωμα βλάστησης, χώμα και στερεά απόβλητα από 
εγκαταστάσεις βιομηχανικής μεταποίησης ή συσκευα- 
σίας. 

2. Οι επίσημες μελέτες που προβλέπονται στην παρά¬ 
γραφο 1 διενεργούνται: 

α) για το καταχωρημένο φυτικό υλικό, σύμφωνα με τις 
λεπτομέρειες που προβλέπονται στο σημείο 1 του τμήμα¬ 
τος II του παραρτήματος I 1 

β) για ξενιστές άλλους από το καταχωρημένο φυτικό υ¬ 
λικό, και για το νερό, συμπεριλαμβανομένων των υγρών 
αποβλήτων, σύμφωνα με τις κατάλληλες μεθόδους και 
κατά περίπτωση, τα δείγματα λαμβάνονται και υποβάλλο¬ 
νται σε επίσημη ή υπό επίσημη εποπτεία εργαστηριακή 
δοκιμή 1 

γ) κατά περίπτωση για άλλο υλικό, σύμφωνα με τις κα¬ 
τάλληλες μεθόδους. 

Για τις μελέτες αυτές, οι περαιτέρω λεπτομέρειες των 
διαδικασιών εποπτείας και ο αριθμός, η προέλευση, η δια¬ 
στρωμάτωση και ο χρόνος λήψης των δειγμάτων, καθορί¬ 
ζονται με απόφαση της αρμόδιας αρχής κατά την έννοια 
του Π.Δ. 332/29-8-95/178Α βάσει ορθών επιστημονικών 
και στατιστικών αρχών και της βιολογίας του οργανισμού, 
και λαμβανομένου υπόψη του συγκεκριμένου συστήμα¬ 
τος παραγωγής του καταχωρημένου φυτικού υλικού και, 
κατά περίπτωση, άλλων φυτών ξενιστών. 

3. Οι λεπτομέρειες και τα αποτελέσματα των επίσημων 
μελετών που προβλέπονται στην παράγραφο 1, γνωστο¬ 
ποιούνται κάθε χρόνο στις αρμόδιες αρχές των άλλων 
κρατών μελών καιτην Επιτροπή σύμφωνα μετις διατάξεις 
του σημείου 2 του τμήματος II παραρτήματος I. Οι γνω¬ 
στοποιήσεις αυτές υποβάλλονται έως την 1η Ιουνίου, ε¬ 
κτός από εκείνες για το πατατόσπορο που διατηρείται 
στο αγρόκτημα, οι οποίες υποβάλλονται έως την 1η Σε¬ 
πτεμβρίου. Οι λεπτομέρειες και τα αποτελέσματα όσον α¬ 
φορά τις καλλιέργειες αφορούντηνπαραγωγή του προη¬ 
γούμενου έτους. Οι λεπτομέρειες των γνωστοποιήσεων 
αυτών υποβάλλονται στην επιτροπή. 

Άρθρο 3 

(Άρθρο 3 Οδηγίας 98/57/ΕΚ) 

Η αρμόδια αρχή μεριμνά ώστε κάθε πιθανολογούμενη 
εμφάνιση ή διαπιστωμένη παρουσία του οργανισμού στη 
Χώρα να ανακοινώνεται στις συναρμόδιες Υπηρεσίες της 
Χώρας. 

Άρθρο 4 

(Άρθρο 4 Οδηγίας 98/57/ΕΚ) 

1. Σε κάθε περίπτωση πιθανολογούμενης εμφάνισης, η 
αρμόδια αρχή εξασφαλίζει τη διεξαγωγή επίσημης ή υπό 
επίσημη εποπτεία εργαστηριακής δοκιμής, είτε, για το κα¬ 
ταχωρημένο φυτικό υλικό, με τη σχετική μέθοδο του πα¬ 
ραρτήματος II και σύμφωνα με τους όρους του παραρτή¬ 
ματος III, σημείο 1, είτε, στις άλλες περιπτώσεις, με οποια¬ 
δήποτε άλλη επισήμως εγκεκριμένη μέθοδο, προκειμένου 
να επιβεβαιωθεί ή να διαψευσθεί η πιθανολογούμενη εμ¬ 
φάνιση. Σε περίπτωση επιβεβαίωσης, εφαρμόζονται οι α¬ 
παιτήσεις του παραρτήματος III, σημείο 2. 


2. Μέχρις ότου επιβεβαιωθεί ή διαψευσθεί η πιθανολο¬ 
γούμενη εμφάνιση σύμφωνα με την παράγραφο 1, στις 
περιπτώσεις πιθανολογούμενης εμφάνισης κατά τις ο¬ 
ποίες, είτε: 

ί) παρατηρήθηκαν διαγνωστικά συμπτώματα των ασθε¬ 
νειών που προκαλούνται από τον οργανισμό και ελήφθη 
θετικό αποτέλεσμα από τη δοκιμή ταχείας διαλογής που 
αναφέρεται στο παράρτημα II, τμήμα I, σημείο 1 και τμή¬ 
μα II, είτε 

π) ελήφθη θετικό αποτέλεσμα από δοκιμή ή δοκιμές δια¬ 
λογής, όπως ορίζεται στο παράρτημα II, τμήμα I, σημείο 2 
και τμήμα III, 

α) απαγορεύεται η διακίνηση όλων των φυτών και κον¬ 
δύλων από όλες τις καλλιέργειες, παρτίδες ή αποστολές 
από τις οποίες έχουν ληφθεί τα δείγματα, εκτός εάν δια- 
κινούνται υπό τον έλεγχό τους και με την προϋπόθεση ό¬ 
τι έχει διαπιστωθεί ότι δεν ενέχουν εμφανή κίνδυνο μετά¬ 
δοσης του οργανισμού 1 

β) λαμβάνονται μέτρα προς εξακρίβωση της προέλευ¬ 
σης της πιθανολογούμενης εμφάνισης 1 

γ) λαμβάνονται κατάλληλα πρόσθετα προληπτικά μέ¬ 
τρα, βάσει του επιπέδου του εκτιμώμενου κινδύνου, ιδίως 
σε σχέση με την παραγωγή του καταχωρημένου φυτικού 
υλικού και τη διακίνηση παρτίδων πατατόσπορου διαφο¬ 
ρετικών από εκείνες που αναφέρονται στο στοιχείο α και 
που παράγονται στον τόπο παραγωγής από τον οποίο έ¬ 
χουν ληφθείτα δείγματα που αναφέρονται στο στοιχείο α, 
για την πρόληψη της μετάδοσης του οργανισμού. 

3. Στις περιπτώσεις πιθανολογούμενης εμφάνισης κατά 
τις οποίες υπάρχει κίνδυνος μόλυνσης του καταχωρημέ¬ 
νου φυτικού υλικού ή του επιφανειακού νερού από ή σε 
άλλο κράτος μέλος, η αρμόδια αρχή γνωστοποιεί αμέ¬ 
σως, ανάλογα με την έκταση του κινδύνου, τις λεπτομέ¬ 
ρειες της πιθανολογούμενης εμφάνισης στο άλλο οικείο 
κράτος μέλος και συνεργάζεται κατάλληλα. Εάν η αρμό¬ 
δια αρχή λάβει σχετική τέτοια γνωστοποίηση από άλλο 
Κράτος μέλος, λαμβάνει προληπτικά μέτρα σύμφωνα με 
την παράγραφο 2, σημείο Ν στοιχείο γ και, ανάλογα με την 
περίπτωση, αναλαμβάνει κάθε περαιτέρω δράση, σύμ¬ 
φωνα με τις παραγράφους 1 και 2. 

Άρθρο 5 

(Άρθρο 5 Οδηγίας 98/57/ΕΚ) 

1. Εάν από την επίσημη ή υπό επίσημη εποπτεία εργα¬ 
στηριακή δοκιμή, είτε, γιατο καταχωρημένο φυτικό υλικό, 
με τη σχετική μέθοδο του παραρτήματος II, είτε, στις άλ¬ 
λες περιπτώσεις, με άλλη επισήμως εγκεκριμένη μέθοδο, 
επιβεβαιωθεί η παρουσία του οργανισμού σε δείγμα λη- 
φθέν σύ μφωνα με το παρών Διάταγμα, η αρμόδια αρχή α¬ 
φού λάβει υπόψη τις ορθές επιστημονικές αρχές, τη βιο¬ 
λογία του οργανισμού και το συγκεκριμένο σύστημα πα¬ 
ραγωγής, εμπορίας και μεταποίησης των ξενιστών του 
οργανισμού: 

α) για το καταχωρημένο φυτικό υλικό: 

ί) διενεργεί ελέγχους για τον προσδιορισμό της έκτα¬ 
σης και της ή των πρωτογενών εστιών μόλυνσης σύμφω¬ 
να με τις διατάξεις του παραρτήματος IV, και διενεργεί 
πρόσθετες δοκιμές σύμφωνα με το άρθρο 4 παράγραφος 
1, τουλάχιστον σε όλα τα κλωνικώς σχετιζόμενα αποθέ¬ 
ματα πατατόσπορου και 

π) χαρακτηρίζει ως μολυσμένο το καταχωρημένο φυτι¬ 
κό υλικό, τις αποστολές και /ή τις παρτίδες από τις οποίες 
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λήφθηκετο δείγμα, καθώς και τα μηχανήματα, τα οχήμα¬ 
τα, τους περιέκτες, τις αποθήκες ή τα τμήματα αυτών και 
κάθε άλλο αντικείμενο, συμπεριλαμβανομένων των υλι¬ 
κών συσκευασίας που χρησιμοποιήθηκαν για το καταχω- 
ρημένο φυτικό υλικό από το οποίο έχει ληφθεί το δείγμα· 
επίσης, χαρακτηρίζει ως μολυσμένους, κατά περίπτωση, 
τους αγρούς, τις μονάδες προστατευόμενης φυτικής πα¬ 
ραγωγής και τους τόπους παραγωγής από τους οποίους 
συγκομίστηκε το καταχωρημένο φυτικό υλικό και έχει λη¬ 
φθεί το δείγμα 1 για τα δείγματα που λήφθηκαν κατά τη 
βλαστική περίοδο, πρέπει να χαρακτηρίζονται ως μολυ- 
σμένοι οι αγροί, οιτόποιπαραγωγής και, κατά περίπτωση, 
οι μονάδες προστατευόμενης φυτικής παραγωγής από 
τις οποίες λήφθηκε το δείγμα και 
ϋί) προσδιορίζει, σύμφωνα με τις διατάξεις του παραρ¬ 
τήματος V, σημείο 1, την έκταση της πιθανής μόλυνσης 
δια επαφής πριν ή μετά την συγκομιδή ή μέσω σχέσηςτης 
διαδικασίας παραγωγής, άρδευσης ή ψεκασμού ή μέσω 
κλωνικής σχέσης με τη συγκεκριμένη μόλυνση και 
ίν) οριοθετεί μία ζώνη βάσειτου χαρακτηρισμού της μό¬ 
λυνσης που αναφέρεται στο σημείο Ν,του προσδιορισμού 
της έκτασης της πιθανής μόλυνσης που αναφέρεται στο 
σημείο ίϋ, και της πιθανής μετάδοσης του οργανισμού, 
σύμφωνα μετις διατάξεις του σημείου 2, στοιχείο ί του πα¬ 
ραρτήματος V 1 

β) για καλλιέργειες ξενιστών άλλων από εκείνους που α- 
ναφέρονται στο στοιχείο α κατά τις οποίες η παραγωγή 
του καταχωρημένου φυτικού υλικού διατρέχει κίνδυνο: 

ί) διενεργεί ελέγχους σύμφωνα με το στοιχείο α, σημείο 
ί και 

ϋ) χαρακτηρίζει ως μολυσμένους τους ξενιστές του ορ¬ 
γανισμού από τους οποίους έχει ληφθεί το δείγμα και 
ίϋ) προσδιορίζει την έκταση της πιθανής μόλυνσης και 
οριοθετεί μία ζώνη σύμφωνα με το εδάφιο α, σημεία ίϋ και 
ίν αντίστοιχα, σε σχέση με την παραγωγή του καταχωρη¬ 
μένου φυτικού υλικού 1 

γ) για το επιφανειακό νερό (συμπεριλαμβανομένων των 
απορρίψεων υγρών αποβλήτων από χώρους βιομηχανι¬ 
κής μεταποίησης ή συσκευασίαςτου καταχωρημένου φυ¬ 
τικού υλικού) και για τα άγρια φυτά της οικογένειας των 
σολανωδών, από τα οποία η παραγωγή του καταχωρημέ¬ 
νου φυτικού υλικού διατρέχει κίνδυνο μέσω της άρδευ¬ 
σης ή του ψεκασμού με τα επιφανειακά ύδατα ή λόγω 
πλημμύρας από το επιφανειακό νερό: 

ί) διενεργεί ελέγχους, συμπεριλαμβανομένης της επί¬ 
σημης μελέτης, σε κατάλληλες στιγμές, δειγμάτων από ε¬ 
πιφανειακό νερό και, εφόσον υπάρχουν, από άγρια φυτά 
της οικογένειας των σολανωδών προκειμένου να προσ¬ 
διοριστεί ή έκταση της μόλυνσης και 
ϋ) χαρακτηρίζει ως μολυσμένο το επιφανειακό νερό από 
το οποίο έχει ληφθεί το ή τα δείγματα λαμβάνοντας υπό¬ 
ψη την έκταση της μόλυνσης και τους ελέγχους που διε¬ 
ξάγονται σύμφωνα με το σημείο ί και 
ίϋ) προσδιορίζει την έκταση της πιθανής μόλυνσης και 
οριοθετεί μια ζώνη βάσειτου χαρακτηρισμού της μόλυν¬ 
σης που αναφέρεται στο σημείο ϋ, και της πιθανής διάδο¬ 
σης του οργανισμού, λαμβάνοντας υπόψη τις διατάξεις 
του σημείου 1 καιτου σημείου 2, στοιχείο ϋτου παραρτή¬ 
ματος V. 

2. Η αρμόδια αρχή γνωστοποιεί αμέσως, σύμφωνα με 
τις διατάξεις του παραρτήματος V, σημείο 3, στις αρμό¬ 
διες αρχές των άλλων κρατών μελών και την Επιτροπή κά¬ 
θε μόλυνση που προσδιορίζεται βάσει της παραγράφου 


1, στοιχείο α, σημείο ϋ και της παραγράφου 1, στοιχείο γ, 
σημείο ϋ, καθώς και τις λεπτομέρειες της οριοθέτησης 
ζώνης βάσει της παραγράφου 1, στοιχείο α, σημείο ίν και, 
κατά περίπτωση, της παραγράφου 1 στοιχείο γ, σημείο ί¬ 
ϋ. Οι λεπτομέρειες της γνωστοποίησης δυνάμει της πα¬ 
ρούσας παραγράφου υποβάλλονται στην επιτροπή. 

Ταυτόχρονα, η αρμόδια αρχή υποβάλλει στην επιτροπή 
την πρόσθετη γνωστοποίηση που προβλέπεται στο ση¬ 
μείο 4 του παραρτήματος V. Οι λεπτομέρειες της γνω¬ 
στοποίησης δυνάμει του παρόντος εδαφίου υποβάλλο¬ 
νται αμέσως στα μέλη της επιτροπής. 

3. Βάσει της γνωστοποίησης σύμφωνα με την παρά¬ 
γραφο 2 και των γνωστοποιημένων στοιχείων, οι αρμό¬ 
διες αρχές των άλλων κρατών μελών που αναφέρονται 
στην γνωστοποίηση διενεργούν έλεγχο σύμφωνα με την 
παράγραφο 1, στοιχείο α, σημείο ί και, κατά περίπτωση, 
την παράγραφο 1, στοιχείο γ, σημείο ί και αναλαμβάνουν 
ενδεχομένως περαιτέρω δράση, σύμφωνα με τις παρα¬ 
γράφους 1 και 2. 

Άρθρο 6 

(Άρθρο 6 Οδηγίας 98/57/ΕΚ) 

1. Το καταχωρημένο φυτικό υλικό που έχει χαρακτηρι¬ 
στεί ως μολυσμένο βάσει του άρθρου 5 παράγραφος 1, 
στοιχείο α, σημείο ϋ, δεν μπορεί να φυτεύεται και πρέπει, 
υπό τον έλεγχο και την έγκριση της αρμόδιας αρχής, να υ- 
πόκειται σε μια από τις διατάξεις του παραρτήματος VI, 
σημείο 1 κατά τρόπο ώστε να εξασφαλίζεται ότι δεν υ¬ 
πάρχει εμφανής κίνδυνος μετάδοσης του οργανισμού. 

2. Απαγορεύεται η φύτευση του καταχωρημένου φυτι¬ 
κού υλικού που έχει χαρακτηρισθεί ως πιθανώς μολυσμέ¬ 
νο βάσειτου άρθρου 5, παράγραφος 1, στοιχείο α, σημείο 
ϋί, καιστοιχείογ, σημείο ίϋ, συμπεριλαμβανομένου του κα¬ 
ταχωρημένου φυτικού υλικού για το οποίο έχει εντοπιστεί 
κίνδυνος και το οποίο έχει παραχθεί σε τόπους παραγω¬ 
γής που έχουν χαρακτηριστεί ως πιθανώς μολυσμένοι 
σύμφωνα με το άρθρο 5, παράγραφος 1, στοιχείο α, ση¬ 
μείο ίϋ, και πρέπει υπό τον έλεγχο της αρμόδιας αρχής, να 
χρησιμοποιείται ή να διατίθεται καταλλήλως, όπως ορίζε¬ 
ται στο παράρτημα VI, σημείο 2, κατά τρόπο ώστε να δια¬ 
σφαλίζεται ότι δεν υπάρχει εμφανής κίνδυνος μετάδοσης 
του οργανισμού. 

3. Τα μηχανήματα, τα οχήματα, οι περιέκτες, οι αποθή¬ 
κες ή τα τμήματα αυτών, και κάθε άλλο αντικείμενο, συ¬ 
μπεριλαμβανομένων των υλικών συσκευασίας, που έχουν 
χαρακτηρισθεί μολυσμένα βάσειτου άρθρου 5 παράγρα¬ 
φος 1, στοιχείο α, σημείο ϋ ή που έχουν χαρακτηρισθεί ως 
πιθανώς μολυσμένα βάσει του άρθρου 5, παράγραφος 1, 
στοιχείο α, σημείο ίϋ και στοιχείο γ, σημείο ίϋ, πρέπει να 
καταστρέφονται ή να απολυ μαίνονται με κατάλληλες με¬ 
θόδους όπως ορίζεται στο παράρτημα VI, σημείο 3. Μετά 
την απολύμανση, τα αντικείμενα αυτά παύουν να θεω¬ 
ρούνται μολυσμένα. 

4. Με την επιφύλαξη των μέτρων που εφαρμόζονται 
σύμφωνα μετις παραγράφους 1,2 και 3, για τη ζώνη που 
οριοθετείται βάσειτου άρθρου 5 παράγραφος 1, στοιχείο 
α σημείο ίν και στοιχείο γ, σημείο ίϋ, εφαρμόζονται ορι¬ 
σμένα μέτρα, όπως καθορίζεται στο παράρτημα VI, ση¬ 
μεία 4.1. και 4.2. Οι λεπτομέρειες των μέτρων αυτών γνω¬ 
στοποιούνται ετησίως στα άλλα κράτη μέλη και την Επι¬ 
τροπή. Οι λεπτομέρειες της γνωστοποίησης αυτής 
υποβάλλονται στην επιτροπή. 
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Άρθρο 7 

(Άρθρο 7 Οδηγίας 98/57/ΕΚ) 

Ο πατατόσπορος πρέπει να πληρεί τις απαιτήσεις του 
Π.Δ. 332 /29-8-1995 (178Α) και να προέρχεται απευθείας 
από υλικό πατάτας το οποίο παράγεται στο πλαίσιο επι- 
σήμως εγκεκριμένου προγράμματος καιτο οποίο έχει κρι- 
θεί απαλλαγμένο από τον οργανισμό μετά από επίσημη ή 
υπό επίσημη εποπτεία δοκιμή με τη σχετική μέθοδο του 
παραρτήματος II. 

Η προαναφερόμενη δοκιμή πραγματοποιείται: 
α) στις περιπτώσεις που έχουν επιβεβαιωθεί ευρήματα 
του οργανισμού στην παραγωγή πατατόσπορου, 
ί) με δοκιμή των προηγουμένων γενεών, συμπεριλαμβα- 
νομένης της αρχικής κλωνικής επιλογής, και με συστημα¬ 
τική δοκιμή των βασικών κλώνων πατατόσπορου, ή 
ϋ) στις περιπτώσεις κατά τις οποίες έχει αποδειχθεί ότι 
δεν υπάρχει κλωνική σχέση, με δοκιμή όλων των βασικών 
κλώνων πατατόσπορου ή προηγούμενων γενεών, συμπε- 
ριλαμβανομένηςτης αρχικής κλωνικής επιλογής 1 
β) στις λοιπές περιπτώσεις, είτε σε κάθε φυτό της αρχι¬ 
κής κλωνικής επιλογής, ή σε αντιπροσωπευτικά δείγματα 
του βασικού πατατόσπορου ή των προηγουμένων γενε¬ 
ών. 

Άρθρο 8 

(Άρθρο 8 Οδηγίας 98/57/ΕΚ) 
Απαγορεύεται η κατοχή και η διακίνηση του οργανι¬ 
σμού. 

Άρθρο 9 

(Άρθρο 9 Οδηγίας 98/57/ΕΚ) 

Με την επιφύλαξη των διατάξεων του Π.Δ. 332/29-8-95 
(178Α), η αρμόδια αρχή επιτρέπει παρεκκλίσεις από τα 
μέτρα που αναφέρονται στα άρθρα 6 και 8 του παρόντος 
Διατάγματος, σύμφωνα με τις διατάξεις του Π.Δ. 141/22- 
5-98 (108Α) για πειραματικούς ή επιστημονικούς σκο¬ 
πούς, καθώς και για εργασίες επιλογής ποικιλιών. 

Άρθρο 10 

(Άρθρο 10 Οδηγίας 98/57/ΕΚ) 

Η αρμόδια αρχή λαμβάνει, όσον αφορά τη παραγωγή, 
πρόσθετα ή αυστηρότερα μέτρα που απαιτούνται για την 
καταπολέμηση του οργανισμού ή για την πρόληψη της 
μετάδοσής του, υπό την προϋπόθεση ότι τα μέτρα αυτά 
είναι σύμφωνα με το Π.Δ. 332/29-8-95 (178Α). 

Οι λεπτομέρειες των μέτρων αυτών γνωστοποιούνται 
στα άλλα κράτη μέλη και την Επιτροπή. Οι λεπτομέρειες 
της γνωστοποίησης αυτής υποβάλλονται στην Επιτροπή. 

Άρθρο 11 

Παραρτήματα 

Κατωτέρω παρατίθενται τα Παραρτήματα I, II, III, IV, V, 
VI και VII που αποτελούν αναπόσπαστο μέρος του παρό¬ 
ντος και έχουν ως εξής: 

ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ I 

ΤΜΗΜΑ I 

Κατάλογος ξενιστών του ΒαΙείοπία δοΙαπαοθΗΓυπι 
(δπιίΐΐπ) ΥαόυυοΝ θΙ ά \. όπως ορίζονται στο άρθρο 1. 

Φυτά, (συμπεριλαμβανομένων των κονδύλων) εκτός α¬ 
πό τον πραγματικό σπόρο του δοΐαηυιτι ίυόθΓοευπι Ε. 

πατάτα 


Φυτά, εκτός των καρπών και των σπόρων του ΕγοορθΓ- 
δίοοη ΙγοορΘΓείουηη (Ε.) ΚαΓδίοη θχ Ραη/ν. 

τομάτα 

ΤΜΗΜΑ II 
Μελέτες 

1. Οι επίσημες μελέτες που αναφέρονται στο άρθρο 2 
παράγραφος 2, στοιχείο α), διεξάγονται βάσει της βιολο¬ 
γίας του οργανισμού καιτων συγκεκριμένων συστημάτων 
παραγωγής και πρέπει να περιλαμβάνουν: 

ί) όσον αφορά την πατάτα, 

- σε κατάλληλες περιόδους, μακροσκοπική επιθεώρηση 
των καλλιεργούμενων φυτών, ή/και δειγματοληψία από 
τους σπόρους και άλλες πατάτες κατά τη βλαστική πε¬ 
ρίοδο ή στην αποθήκη. Τα δείγματα αυτά υποβάλλονται 
σε επίσημο ή υπό επίσημη εποπτεία μακροσκοπικό έλεγ¬ 
χο κομμένων κονδύλων, 

και 

- στην περίπτωση του πατατόσπορου και, κατά περί¬ 
πτωση, για άλλες πατάτες, επίσημες ή υπό επίσημη επο¬ 
πτεία εργαστηριακές δοκιμές με τη μέθοδο του παραρ¬ 
τήματος II, 

ϋ) όσον αφορά την τομάτα, 

- μακροσκοπική επιθεώρηση, σε κατάλληλες περιό¬ 
δους, τουλάχιστον των καλλιεργούμενων φυτών που 
προορίζονται για μεταφύτευση για επαγγελματική χρή¬ 
ση. 

2. Η γνωστοποίηση των επίσημων επιθεωρήσεων που α- 
ναφέρονται στο άρθρο 2, παράγραφος 3, πρέπει να περι¬ 
λαμβάνει: 

ί) στην περίπτωση των επιθεωρήσεων για την πατάτα, 
-την εκτιμώμενη συνολική καλλιεργούμενη έκταση, σε 
στρέμματα, πατατόσπορου και άλλης πατάτας, 

- τη διαστρωμάτωση ανά κατηγορία πατατοσπόρου και 
πατάτας εμπορίου, και, κατά περίπτωση, ανά περιοχή, 

- τον αριθμό και το χρόνο λήψης των δειγμάτων, 

-τον αριθμό μακροσκοπικών ελέγχων στον αγρό, 

-τον αριθμό (καιτο μέγεθος του δείγματος) των μακρο¬ 
σκοπικών ελέγχων κονδύλων, 

ϋ) στην περίπτωση των επιθεωρήσεων, τουλάχιστον, για 
τα καλλιεργούμενα φυτά τομάτας που προορίζονται για 
μεταφύτευση για επαγγελματική χρήση, 

- τον εκτιμώμενο συνολικό αριθμό φυτών, 

- τον αριθμό των μακροσκοπικών ελέγχων, 

ΗΙ) στην περίπτωση των επιθεωρήσεων που αφορούν ξε¬ 
νιστές άλλους από την πατάτα και την τομάτα, συμπερι¬ 
λαμβανομένων των άγριων φυτών της οικογένειας των 
σολανωδών, 

- το είδος, 

- τον αριθμό και το χρόνο λήψης των δειγμάτων, 
-τηνπεριοχή/ποτάμι δειγματοληψίας, κατά περίπτωση, 
-τη μέθοδο ανάλυσης, 

ίν) στην περίπτωση των επιθεωρήσεων σχετικά με το νε¬ 
ρό και τις απορρίψεις υγρών αποβλήτων από εγκαταστά¬ 
σεις βιομηχανικής μεταποίησης ή συσκευασίας, 

- τον αριθμό και το χρόνο λήψης των δειγμάτων, 

- την περιοχή/το ποτάμι/την τοποθεσία των εγκαταστά¬ 
σεων δειγματοληψίας, κατά περίπτωση, 

-τη μέθοδο ανάλυσης. 
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ II 

ΣΧΗΜΑ ΔΟΚΙΜΩΝ ΓΙΑ ΤΗ ΔΙΑΓΝΩΣΗ, ΤΗΝ 
ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΚΑΙ ΤΑΥΤΟΠΟΙΗΣΗ ΤΟΥ ΒΑΕ3ΤΟΝΙΑ 
30ΕΑΝΑ0ΕΑΒΙΙΜ (5ΜΙΤΗ) ΥΑΒυυΟΗΙ ΕΤ ΑΕ. 

ΣΚΟΠΟΣ ΤΟΥ ΣΧΗΜΑΤΟΣ ΔΟΚΙΜΩΝ 

Στο παρόν σχήμα περιγράφονται οι διάφορες διαδικα¬ 
σίες για: 

ί) τη διάγνωση της καστανής σήψης σε κονδύλους πα¬ 
τάτας και της βακτηριακής μάρανσης σε φυτά πατάτας 
και τομάτας, 

ϋ) την ανίχνευση του ΡαΙεΙοηία εοΙαπαοθαΓυσι σε δείγ¬ 
ματα κονδύλων πατάτας, 

ίϋ) την αναγνώριση του ΡβΙεΙοηία 5θΐ3Π3θθ3Γυπι. 

Στα προσαρτήματα παρέχονται λεπτομέρειες για την 
παρασκευή των χρησιμοποιουμένων για τις δοκιμές υλι¬ 
κών, δηλαδή θρεπτικών υποστρωμάτων, ρυθμιστικών 
διαλυμάτων, διαλυμάτων, αντιδραστηρίων. 


ΠΕΡΙΕΧΟΜΕΝΑ 

ΤΜΗΜΑ I: Εφαρμογή του σχήματος δοκιμών 12 

1. Διάγνωση της καστανής σήψης σε κονδύλους πα¬ 

τάτας και της βακτηριακής μάρανσης σε φυτά πα¬ 
τάτας και τομάτας. 12 

2. Ανίχνευση και ταυτοποίηση του Β3ΐ3ΐοηί3 
5θΐ3Π3θθ3Γυηπ σε δείγματα κονδύλων πατάτας 14 

ΤΜΗΜΑ II Διάγνωση της καστανής σήψης σε κονδύ¬ 
λους πατάτας και της βακτηριακής μάρανσης σε 
φυτά πατάτας και τομάτας. 17 

1. Συμπτώματα. 17 

2. Δοκιμή/ές ταχείας διαλογής. 17 

3. Διαδικασία απομόνωσης. 19 

4. Δοκιμή/ές επιβεβαίωσης. 20 

ΤΜΗΜΑ III: Ανίχνευση και ταυτοποίηση του ΒβΙδΙοηίβ 

5θΐ3Π3θθ3Γυπι σε δείγματα κονδύλων πατάτας. 24 

1. Προετοιμασία του δείγματος για τη δοκιμή. 24 

2. Δοκιμή ανοσοφθορισμού (ΙΕ). 25 

3. Δοκιμή ενζυματικής ανοσοααπορρόφησης (ΕΕΙ3Α). 29 

4. Δοκιμή αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης 

(ΡΩΒ™). 30 

5. Δοκιμή επιλεκτικής απομόνωσης επί στερεού υπο¬ 
στρώματος. 33 

6. Βιοδοκιμή. 33 

7. Δοκιμές εμπλουτισμού. 34 

8. Δοκιμή παθογένειας. 34 

Προσάρτημα 1: Θρεπτικά υλικά για την απομόνωση 

και καλλιέργεια του ΒβΙδΙοπίΒ 8θΐ3Π3θθ3ΐ·υπι. 35 

Προσάρτημα 2: Υλικά για την προετοιμασία του δείγ¬ 
ματος δοκιμής. 36 

Προσάρτημα 3: Υλικά για τη δοκιμή ΙΕ. 37 

Προσάρτημα 4: Προσδιορισμός του βαθμού μόλυν¬ 
σης στη δοκιμή ΙΕ. 38 

Προσάρτημα 5: Υλικά για τη δοκιμή ΕΕΙ3Α. 39 

Προσάρτημα 6: Υλικά για τη δοκιμή ΡΘΒ. 40 

Προσάρτημα 7: Υλικά για τη δοκιμή επιλεκτικής απο¬ 
μόνωσης επί στερεού θρεπτικού υποστρώματος 

και δοκιμές εμπλουτισμού . 40 

Βιβλιογραφία. 41 


ΤΜΗΜΑ I 

ΕΦΑΡΜΟΓΗ ΤΟΥ ΣΧΗΜΑΤΟΣ ΔΟΚΙΜΩΝ 

1. Διάγνωση της καστανής σήψης σε κονδύλους πατά¬ 
τας και της βακτηριακής μάρανσης σε φυτά πατάτας και 
τομάτας 

Η περιγραφόμενη διαδικασία εξέτασης προορίζεται για 
κονδύλους πατάτας που παρουσιάζουν τυπικά συμπτώ¬ 
ματα ή γεννούν υπόνοιες για ύπαρξη καστανής σήψης και 
για φυτά πατάτας και τομάτας που παρουσιάζουν τυπικά 
συμπτώματα ή γεννούν υπόνοιες για ύπαρξη βακτηρια- 
κής μάρανσης. Η διαδικασία περιλαμβάνει μία δοκιμή τα¬ 
χείας διαλογής, απομόνωση του παθογόνου αιτίου από 
μολυσμένο αγγειώδη ιστό σε διαγνωστικά υλικά και, σε 
περίπτωση θετικού αποτελέσματος, αναγνώριση της 
καλλιέργειας ως ΒβΙδΙοπίΒ 3θΐ3Π3θθ3Γυιτι. 

_ Διάγραμμα ροής της διαδικασίας _ 

Φυτά πατάτας ή τομάτας ή κόνδυλοι πατάτας με συ¬ 
μπτώματα (11 

ί 

Δοκιμή ταχείας διαλογής (2> 

V 

ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ 

I 

Αποικίες με τυπική μορφολογία 

■ Τ~ ί ' 

ΝΑΙ | | ΟΧΙ< 31 | 

_^_ 

ΔΟΚΙΜΗ (-ΕΣ) ΕΠΙΒΕΒΑΙΩΣΗΣ 
Αναγνώριση |4) καθαρής καλλιέρ¬ 
γειας ως ΒδΙδΙοηίθ 3θΐ3η3θβ3Γυιτι και 
δοκιμή παθογένειας (1> 


1 

1 

1 


1 

’ 

ΝΑΙ 


ΟΧΙ 

—► 

Φυτά ή και κόνδυλοι μη 
προσβεβλημένοι από 
Β3ΐ3ΐ0Πί3 3θΐ3Π30Θ3Γυπΐ 

1 

’ 




Φυτά ή και κόνδυλοι προ¬ 
σβεβλημένοι από Β3ΐ3ΐοπί3 
3θΐ3η30Θ3ΓϋΓΠ 


Παραπομπές διαγράμματος: 

(1) Περιγραφή των συμπτωμάτων δίδεται στο τμήμα 11.1. 

<2) Οι δοκιμές ταχείας διαλογής διευκολύνουν την προ¬ 
καταρκτική διάγνωση. 

Κατάλληλες δοκιμές είναι: 

- η δοκιμή εκκρίσεωντου αγγειώδους ιστού του στε¬ 
λέχους (τμήμα II. 2), 

- η δοκιμή για πολύ -β-υδροξυβουτυρικά κοκκία (τμή¬ 
μα 11.2), 

- η δοκιμή ΙΕ (τμήμα III.2), 

- η δοκιμή ΕΕΙ3Α (τμήμα III.3), 

- η δοκιμή ΡΟΒ (τμήμα III. 4). 

(3) Αν και η απομόνωση του παθογόνου αιτίου με τη δια¬ 
δικασία διαδοχικών αραιώσεων επί στερεού υποστρώμα¬ 
τος από ιστούς με τυπικά συμπτώματα είναι άμεση, η καλ¬ 
λιέργεια μπορεί να αποτύχει αν βρισκόμαστε σε προκε- 
χωρημένα στάδια μολύνσεως. Σαπροφυτικά βακτήρια 
που αναπτύσσονται σε προσβεβλημένο ιστό μπορεί να ε- 
πικαλύψουν ή να εμποδίσουν την ανάπτυξη του παθογό- 
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νου στο υλικό απομόνωσης. Εάν η δοκιμή απομόνωσης εί¬ 
ναι αρνητική, αλλά υπάρχουν τα τυπικά συμπτώματα της 
ασθένειας, τότε η διαδικασία απομόνωσης πρέπει να ε- 
παναληφθεί, κατά προτίμηση με εκλεκτική απομόνωση ε¬ 
πί στερεού υποστρώματος. 

<4) Αξιόπιστη ταυτοποίηση μίας καθαρής καλλιέργειας 
ΒαΙεΙοηία εοΙαπαοθαΓυπι επιτυγχάνεται με μία τουλάχι¬ 
στον από τις δοκιμές που παρατίθενται στο τμήμα 11.4.1. 
σε συνδυασμό με μία δοκιμή παθογένειας (τμήμα 11.4.3.). 
Ο προσδιορισμός του στελέχους είναι προαιρετικός, συ- 
νιστάται όμως να γίνεται σε κάθε νέο περιστατικό. 

2. Ανίχνευση και ταυτοποίηση του ΒαΙεΙοηία 
εοΙαηαοθαΓυπι σε δείγματα κονδύλων πατάτας. 

Η διαδικασία αποσκοπεί στην ανίχνευση μολύνσεων σε 
λανθάνουσα μορφή σε κονδύλους πατάτας με μία ή, κατά 
προτίμηση περισσότερες δοκιμές διαλογής οι οποίες, ε¬ 
φόσον είναι θετικές επιβεβαιώνονται με την απομόνωση 
του παθογόνου οργανισμού, ακολουθεί δε, στην περί¬ 
πτωση απομόνωσης τυπικών αποικιών, ταυτοποίηση μιας 
καθαρής καλλιέργειας ως καλλιέργειας ΗβΙεΙοπίβ 
50ΐ3Π30θ3ΓυΐΤ1. 

Διάγραμμα ροής της διαδικασίας 



Παραπομπές διαγράμματος: 

(,) Μέγεθος δείγματος 

Το κανονικό μέγεθος δείγματος είναι 200 κόνδυλοι. Η 
δοκιμασία όμως μπορεί να εφαρμοσθεί και για δείγματα 
μικρότερα των 200 κονδύλων. 

(2) Δ ο κ ι μ ή (ές) ανίχνευσης 

Για την ανίχνευση του ΒβΙεΙοηίΒ 5θΐ3Π3θθ3ΐ·υπι μπορεί 
να μην αρκεί από πλευράς ευαισθησίας ή αξιοπιστίας 
πραγματοποίηση μίας μόνον δοκιμής σε ένα δείγμα. Συ¬ 
νεπώς, συνιστάται να πραγματοποιούνται περισσότερες 
από μία δοκιμές, οι οποίες θα πρέπει να βασίζονται κατά 
προτίμηση σε διαφορετικές βιολογικές αρχές. 

(3) Δοκιμή ανοσοφθορισμού(ΙΡ) 

Η δοκιμή ανοσοφθορισμού είναι μία καλά καθιερωμένη 
δοκιμή διαλογής. Το γεγονός αυτό συνιστά πλεονέκτημα 
σε σχέση με άλλες δοκιμές που δεν έχουν ακόμη αναπτυ¬ 
χθεί πλήρως ή δεν έχει ακόμη επιβεβαιωθεί η εγκυρότητά 
τους. Η δοκιμή αυτή χρησιμοποιείται για πολλά άλλα κα¬ 
θορισμένα βακτήρια, όπως το Οΐ3νίό3θΙθΐ· πιίοόίρΒηθηείε 
ευόερ. εθρεόοπίουε.Βάσει των καθορισμένων παραμέ¬ 
τρων ανάγνωσης της μεθόδου, αυτή είναι μία ευαίσθητη 
δοκιμή {όριο ευαισθησίας 10 3 - ΙΟ 4 κύτταρα ανά πιΙ εκχυ¬ 
λίσματος ιζήματος πατάτας}. 

Η ποιότητα του αντιορού αποτελεί κρίσιμο παράγοντα 
για την αξιοπιστία των αποτελεσμάτων της δοκιμής. Απο¬ 
δεκτοί είναι μόνον αντιοροί με υψηλό τίτλο (κατ’ ελάχι- 
στον 2000 για τον αρχικό αντιορό), όλες δε οι δοκιμές 
πρέπει να πραγματοποιούνται με τον τίτλο του αντιορού 
ή μία αραίωση κάτω του τίτλου. Προτιμάται η έμμεση μέ¬ 
θοδος. Η άμεση μέθοδος μπορεί να εφαρμοστεί εάν το ε¬ 
πίπεδο ευαισθησίας και εξειδίκευσης της δοκιμής είναι ι¬ 
σοδύναμο με εκείνο της έμμεσης μεθόδου. 

Η δοκιμή ΙΕ έχει το πλεονέκτημα της υποκειμενικής ερ- 
μηνείαςτης μορφολογίας χρώσεωςτων κυττάρων καιτης 
έντασης του φθορισμού, χαρακτηριστικά που παρέχουν 
στοιχεία σχετικά με την εξειδίκευση της αντίδρασης. Α¬ 
ποτελεί σύνηθες φαινόμενο η εμφάνιση ειδικής θετικής α¬ 
ντίδρασης (ΟΓ058-Γθ3θ1ίοη) ορολογικά σχετιζομένων βα¬ 
κτηρίων, που προέρχονται από το έδαφος ή σχετίζονται 
με ιστούς πατάτας και έχουν μορφολογία κυττάρων εκεί¬ 
νη του Β3ΐ5ίοπί3 3θΐ3Π3θθ3Γυηπ. Η δοκιμή ΙΡ μπορεί να 
χρησιμοποιηθεί ως η αποκλειστική δοκιμή διαλογής, αν 
και σε περιπτώσεις υποψίας εκλεκτικών αντιδράσεων 
μπορεί να γίνει μια επιπρόσθετη δοκιμή διαλογής που βα¬ 
σίζεται σε διαφορετική βιολογική αρχή. Σ’ αυτές τις περι¬ 
πτώσεις η πιο κατάλληλη δοκιμή είναι η εκλεκτική απομό¬ 
νωση επί στερεού θρεπτικού υποστρώματος. 

(4) Εκλεκτική απομόνωση επί στερεού υπο¬ 
στρώματος. 

Με το τροποποιημένο υλικό 3Μ5Α και τη μεθοδολογία 
εξέτασης που εξειδικεύεται σ’ αυτή τη μέθοδο, αυτή συ- 
νιστά μία ευαίσθητη και εκλεκτική δοκιμή για το Β3ΐεΐοηί3 
5θΐ3Π3θθ3Γυπι. Το αποτέλεσμα λαμβάνεται 3-6 ημέρες 
μετά την προετοιμασία του δείγματος. Τοπαθογόνο λαμ- 
βάνεται απ ευθείας στην καλλιέργεια και μπορεί να ταυ- 
τοποιηθεί εύκολα. Για την πλήρη εκμετάλλευση των δυ¬ 
νατοτήτων της, η δοκιμή απαιτεί να γίνεται προσεκτική 
προετοιμασία των τεμαχίων ιστού λαμβανομένων από το 
σημείο πρόσφυσης του στολονίου για την αποφυγή δευ¬ 
τερογενών βακτηρίων σχετιζομένων με τους κονδύλους 
πατάτας που είναι ανταγωνιστές του ΒβΙεΙοηία 
5θΐ3Π3θθ3ΓυΓπ στο θρεπτικό υπόστρωμα και μπορούν να 
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επηρεάζουν την ανάπτυξη του παθογόνου μικροοργανι¬ 
σμού. 

Ορισμένα βακτηριακά στελέχη μπορεί να αναπτυχθούν 
πολύ λίγο καθώς τα συστατικά του υποστρώματος μπορεί 
να επηρεάσουν το οργανισμό-στόχο. Χρειάζεται επίσης 
προσοχή ώστε το ΒαΙεΙοηία εοΙαπαοθαι-υπι να διαφορο¬ 
ποιείται από τυχόν άλλα βακτήρια που μπορεί να αναπτυ¬ 
χθούν στο θρεπτικό υπόστρωμα. Η εκλεκτική απομόνωση 
μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως αποκλειστική δοκιμή διαλο¬ 
γής με την προϋπόθεση ότι σε περίπτωση που υπάρχει υ¬ 
ποψία παρεμπόδισης της ανάπτυξης του ΒαΙεΙοηία 
εοΐ3Π3063Γυπι από άλλα βακτήρια επί των τρυβλίων, και 
προκύπτει αρνητικό αποτέλεσμα, το δείγμα επανεξετάζε¬ 
ται χρησιμοποιώντας διαφορετική δοκιμή για την επικύ¬ 
ρωση ή απόρριψη της διάγνωσης. Στις περιπτώσεις αυ¬ 
τές, η δοκιμή ΙΡ είναι η καταλληλότερη. 

(5) ΔοκιμήΕΙ_Ι3Α 

Η δοκιμή ΕΙ_Ι3Α είναι εν γένει λιγότερο ευαίσθητη από 
τη δοκιμή ΙΡ (όριο ευαισθησίας 10 4 -10 5 κύτταρα ανάπιΙ εκ¬ 
χυλίσματος ιζήματος πατάτας). Η δοκιμή είναι φθηνή και 
γρήγορη, είναι όμως εν γένει πιο επιρρεπής στην εμφάνι¬ 
ση εσφαλμένων θετικών (μη ειδικών θετικών αντιδράσε¬ 
ων) αποτελεσμάτων και εσφαλμένων αρνητικών (παρε- 
μπόδιση από φαινολικά μόρια στο εκχύλισμα πατάτας) α¬ 
ποτελεσμάτων. Οι απαιτήσεις από πλευράς εξειδίκευσης 
του αντιορού είναι εξαιρετικά μεγάλες. Η δοκιμή ΕΙΙ3Α 
δεν μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως αποκλειστική δοκιμή ε¬ 
ξέτασης. 

(6) Δοκιμή ΡΟΒ (αλυ σιδωτή αντίδραση πολύ 
μ ε ρ ά σ η ς). 

Η ανίχνευση με ΡΟΒ είναι πολύ ευαίσθητη. Αν και σε έ¬ 
να δείγμα είναι δυνατόν να ανιχνευθεί ακόμη και ένα με¬ 
μονωμένο μόριο ϋΝΑ, η δοκιμή παρεμποδίζεται εύκολα 
από διάφορα συστατικά του εκχυλίσματος του φυτού ή 
του κονδύλου που οδηγούν σε εσφαλμένο αρνητικό απο¬ 
τέλεσμα. Ορισμένες καλλιεργούμενες ποικιλίες πατάτας 
περιέχουν περισσότερους παρεμποδιστές από άλλες. 
Χρειάζεται επομένως οι παρεμποδιστές αυτοί να απομα¬ 
κρύνονται. Η παρεμπόδιση μπορεί να μειωθεί με αραίωση 
αλλά έτσι αραιώνονται και οι πληθυσμοί του ΒαΙεΐοηία 
5θΐ3η3θθ3Γυπι. Ιδιαίτερη προσοχή πρέπει να δίνεται σε ό¬ 
λα τα στάδια προετοιμασίας του δείγματος και της δοκι¬ 
μής για να αποκλείεται τυχόν μόλυνση που θα μπορούσε 
να οδηγήσει σε εσφαλμένα θετικά αποτελέσματα. Γι’ αυ¬ 
τό η δοκιμή ΡΟΒ δεν μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως η απο¬ 
κλειστική δοκιμή εξέτασης. 

(7) Δοκιμή εμπλουτισμού 

Επωάζοντας δείγματα εκχυλίσματος ιζήματος πατάτας 
σε ένα ημιεκλεκτικό θρεπτικό ζωμό, όπως ο τροποποιη¬ 
μένος 3Μ3Α, μπορούμε να επιτύχουμε τον πολλαπλασια¬ 
σμό του Β3ΐ5ΐοηί3 5θΐ3η3θθ3Γυπι. Το σημαντικότερο ίσως 
στην περίπτωση αυτή είναι ότι έτσι αραιώνονται και οι εν 
δυνάμει παρεμποδιστές στις δοκιμές ΕΙ_Ι3Α ή ΡΟΒ. Ετσι, 
το Β3ΐ3ΐοηί3 5θΐ3Π30Θ3Γυπι σε εμπλουτισμένο ζωμό μπο¬ 
ρεί να ανιχνευθεί με τις μεθόδους ΙΡ, ΕΙΙ5Α και ΡΟΒ. Συ- 
νιστούμε να μη γίνεται άμεση απομόνωση επί στερεού υ¬ 
ποστρώματος από τους εμπλουτισμένους ζωμούς. Οι μέ¬ 
θοδοι αυτές εμπλουτισμού δεν έχουν δοκιμαστεί 
επισταμένως. Περιλαμβάνονται στο παρόν γιατί έχουν 
καλές προοπτικές. Εντούτοις, λόγω της σχετικής έλλει¬ 
ψης εμπειριών, δεν μπορούν να χρησιμοποιηθούν ως α¬ 
ποκλειστικές μέθοδοι ανίχνευσης. 


<8) Β ι ο δ ο κ ι μ ή 

Η βιοδοκιμή χρησιμοποιείται για την απομόνωση του 
Β3ΐ5ίοπί3 5θΐ3Π3θθ3Γυπι από ιζήματα εκχυλισμάτων πατά¬ 
τας κατόπιν εκλεκτικού εμπλουτισμού σε ένα φυτό ξενι¬ 
στή και μπορεί να γίνει σε φυτά τομάτας ή μελιτζάνας. Η 
δοκιμή απαιτεί άριστες συνθήκες επωάσεως όπως καθο¬ 
ρίζονται στη μέθοδο αυτή, κατά πάσα πιθανότητα, τυχόν 
βακτήρια που δρουν παρεμποδιστικά έναντι του ΒβΙβΙοπΙβ 
5θΐ3Π3θθ3Γυπι σε 3Μ5Α δεν δρουν παρεμβατικά στη δο¬ 
κιμή αυτή. 

<9) Δ ο κ ι μ ή (-ές) επιβεβαίωσης 

Αξιόπιστη ταυτοποίηση καθαρής καλλιέργειας ΒβΙεΙο- 
ΠΪ3 εοίΒηαοΘΒΓυπι επιτυγχάνεται με μία τουλάχιστον από 
τις δοκιμές που παρατίθενται στο τμήμα 11.4.1 σε συνδυα¬ 
σμό με μία δοκιμή παθογένειας (τμήμα 11.4.3) Ο χαρακτη¬ 
ρισμός του στελέχους είναι προαιρετικός, αλλάσυστήνε- 
ται για κάθε νέα περίπτωση. 

ΤΜΗΜΑ II 

ΔΙΑΓΝΩΣΗ ΤΗΣ ΚΑΣΤΑΝΗΣ ΣΗΨΗΣ ΣΕ ΚΟΝΔΥΛΟΥΣ 
ΠΑΤΑΤΑΣ ΚΑΙ ΤΗΣ ΒΑΚΤΗΡΙΑΚΗΣ ΜΑΡΑΝΣΗΣ ΣΕ ΦΥ¬ 
ΤΑ ΠΑΤΑΤΑΣ ΚΑΙ ΤΟΜΑΤΑΣ 

1.Συμπτώματα 

1.1. Συμπτώματα στην πατάτα 

Στο φυτό της πατάτας: Στο αρχικό στάδιο της ασθένει¬ 
ας εμφανίζεται μαρασμός των φύλλων προς την κορυφή 
του φυτού σε υψηλές θερμοκρασίες κατά τη διάρκεια της 
ημέρας με ανάληψη κατά τη διάρκεια της νύχτας. Σύντο¬ 
μα ο μαρασμός καθίσταται μη αναστρέψιμος και οδηγεί 
στο θάνατο του φυτού. Ο αγγειώδης ιστός σε εγκαρσίως 
κομμένα στελέχη από μαραμένα φυτά μπορεί να γίνει κα¬ 
στανός, από δετήν κομμένη επιφάνεια εκρέει, ή μπορεί να 
εξέλθει εύκολα συμπιέζοντάς την, ένα γαλακτώδες εξί¬ 
δρωμα. Όταν ένα κομμένο στέλεχος τοποθετηθεί κατα- 
κόρυφα μέσα σε νερό, από τις αγγειώδεις δέσμες εκρέ¬ 
ουν κλωστές γλοιώδους υγρού. 

Στον κόνδυλο της πατάτας: Οι κόνδυλοι πρέπει να κό¬ 
βονται εγκαρσίως κοντά στο σημείο πρόσφυσης του στο- 
λονίου. Στο αρχικό στάδιο της ασθένειας εμφανίζεται έ¬ 
νας υαλώδους όψεως, κίτρινος προς ανοικτό καστανό, 
μεταχρωματισμός του αγγειώδους δακτυλίου από τον ο¬ 
ποίο εκρέει ταυτόχρονα μετά λίγα λεπτά ή μετά από ελα¬ 
φρά πίεση με τους αντίχειρες στο φλοιό κοντά στην κομ¬ 
μένη επιφάνεια, ένα υπόλευκο εξίδρωμα. Αργότερα, ο αγ¬ 
γειακός μεταχρωματισμός καθίσταται εντονότερα 
καστανός και η νέκρωση μπορεί να επεκταθεί στον πα¬ 
ρεγχυματώδη ιστό. Σεπροκεχωρημένα στάδια της ασθέ¬ 
νειας, η μόλυνση εκδηλώνεται εξωτερικά από το σημείο 
πρόσφυσης του στολονίου και τους οφθαλμούς και εμ¬ 
φανίζονται στην επιδερμίδα ερυθροκάστανες, ελαφρώς 
βαθουλωμένες κηλίδες από τις οποίες μπορεί να εκρέει 
βακτηριακό εξίδρωμα προκαλώντας την προσκόλληση 
σωματιδίων του εδάφους. 

1.2. Συ μπτώματα στη ν τομάτα 

Στο φυτό της τομάτας: Το πρώτο ορατό σύμπτωμα εί¬ 
ναι η έλλειψη σπαργής στα νεαρά φύλλα. Υπό περιβαλλο¬ 
ντικές συνθήκες που είναι ευνοϊκές για το παθογόνο (θερ¬ 
μοκρασία εδάφους 25°0, ατμόσφαιρα κορεσμένη σε υ¬ 
γρασία), μέσα σε λίγες μέρες εμφανίζεται επιναστία και 
μαρασμός της μιας πλευράς ή και ολόκληρου του φυτού, 
στη συνέχεια δε πλήρης κατάρρευση του φυτού. Σε λιγό¬ 
τερο ευνοϊκές συνθήκες (θερμοκρασία εδάφους κάτω 
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των 21 °0), αναπτύσσεται μεγάλος αριθμός τυχαίων ριζών 
επίτου στελέχους. Ενίοτε, κατά μήκοςτου στελέχους, εμ¬ 
φανίζεται λιποειδές νήμα που αποτελεί ένδειξη της νέ¬ 
κρωσης του αγγειακού συστήματος. Σε εγκάρσιες τομές 
του στελέχους, από τους καστανόχρωμα μεταχρωματι¬ 
σμένους αγγειακούς ιστούς εκρέουν σταγόνες λευκού ή 
υποκίτρινου βακτηριακού εξιδρώματος. 

2. Δοκιμές ταχείας διαλογής 

Οι δοκιμές ταχείας διαλογής διευκολύνουν την προκα¬ 
ταρκτική διάγνωση. Μπορεί να χρησιμοποιηθεί μία ή πε¬ 
ρισσότερες από τις ακόλουθες δοκιμές: 

Δοκιμή εκκρίσεων από το στέλεχος 

Η παρουσία του ΗαΙεΙοηία εοίΒηαοθΒΓυπι σε μαραμένα 
στελέχη πατάτας μπορεί να εκτιμηθεί με την ακόλουθη α¬ 
πλή προκαταρκτική δοκιμή: 

Κόβουμε το στέλεχος πάνω ακριβώς από το έδαφος. 
Τοποθετούμε την κομμένη επιφάνεια σε ποτήρι ζέσεως 
με νερό. Λίγο μετά, από τις αγγειώδεις δεσμίδες αρχίζει 
να τρέχει ταυτόχρονα με μορφή κλωστών ένα βακτηρια- 
κό γλοιώδες έκκριμα. Κανένα από τα βακτήρια που προ- 
καλούν αδροβακτηρίωση σε φυτά της πατάτας, δεν εμ¬ 
φανίζει το φαινόμενο αυτό. 

Ανίχνευση πολύ-β-υδροξυβουτυρικών (ΡΗΒ) κοκκίων 
Τα κοκκία ΡΗΒ στα κύτταρα του ΒαΙεΙοηία 
5θΐ3Π3θθ3ΐ·υπι καθίστανται ορατά δια χρώσεως με ΝΝθ 
ΒΙ υθ Α ή με δυόβη ΒΙ3 οΙ< Β. 

Παρασκευάζουμε επίχρισμα του εξιδρώματος ή του αι¬ 
ωρήματος του ιστού σε αντικειμενοφόρο πλάκα μικρο¬ 
σκοπίου ή επίχρισμα 48ωρης καλλιέργειας σε ΥΡΟΑ, ή 3- 
ΡΑ (προσάρτημα 1 τμήμα III). Παρασκευάζουμε επίσης ε¬ 
πιχρίσματα στελέχους βιοποικιλίας 2, φυλής 3, ως 
θετικούς μάρτυρες, και αν θεωρηθεί χρήσιμο ένα επίχρι¬ 
σμα ετερολόγου στελέχους, ως αρνητικό μάρτυρα. 

Αφήνουμε να ξηρανθούν. Περνάμε μερικές φορές γρή¬ 
γορα την κάτω πλευρά της αντικειμενοφόρου πλάκας μέ¬ 
σα από φλόγα μέχρι να προσηλωθεί το επίχρισμα. 

Δοκιμή ΝΝθ ΒΙυθ 

1. Περιλούζουμε το προσηλωμένο επίχρισμα με 1% υ¬ 
δατικό διάλυμα ΝΝθ ΒΙυθ Α και το αφήνουμε για επώαση 
επί 10 λεπτά στους 55°0. 

2. Αποστραγγίζουμε το διάλυμα χρώσεως, πλένουμε 
την πλάκα για λίγο προσεκτικά με ρέον νερό της βρύσης 
και απομακρύνουμε την περίσσεια του νερού με απορρο¬ 
φητικό χαρτί. 

3. Περιλούζουμε το επίχρισμα με 8% υδατικό διάλυμα ο¬ 
ξικού οξέος και το αφήνουμε για επώαση επί 1 λεπτό σε 
θερμοκρασία εργαστηρίου. 

4. Ξεπλένουμε ελαφρά με ρέον νερό της βρύσης και το 
στεγνώνουμε με απορροφητικό χαρτί. 

5. Ξαναρίχνουμε μία σταγόνα νερό και τοποθετού με μία 
καλυπτρίδα. 

6. Εξετάζουμε το χρωσμένο επίχρισμα σε μικροσκόπιο 
επιφθορισμού στα 450 ηπι με ελαιοκαταδυτικό φακό σε 
μεγέθυνση ΙΟΟΟχ. 

Εφόσον υπάρχουν κοκκία ΡΗΒ αυτά φθορίζουν με λα¬ 
μπρό πορτοκαλί χρώμα. Τα κοκκία παρατηρούνται επίσης 
και σε κανονικό φως για να ελεγχθεί αν είναι ενδοκυττα- 
ρικά και αν η κυτταρική μορφολογία είναι η τυπική μορ¬ 
φολογία του ΒθΙεΙοπίθ 5θΐ3Π3θθ3Γυπι. 

Δοκιμή δυόθπ Β I 3 ο Ι<. 

1. Περιλούζουμε το προσηλωμένο επίχρισμα με διάλυ¬ 
μα 0,3% δυόαη ΒΙαοΚ Β σε 70% αιθανόλη και το αφήνου¬ 


με για επώαση επί 10 λεπτά σε θερμοκρασία εργαστηρί¬ 
ου. 

2. Αποστραγγίζουμε το διάλυμα χρώσεως, ξεπλένουμε 
για λίγο με νερό της βρύσης και απομακρύνουμε την πε¬ 
ρίσσεια του νερού με απορροφητικό χαρτί. 

3. Βυθίζουμε το επίχρισμα για μικρό χρονικό διάστημα 
σε ξυλόλη και το στεγνώνουμε με απορροφητικό χαρτί. 

Προσοχή! Η ξυλόλη είναι επιβλαβής γι’ αυτό πρέπει να 
εργαζόμαστε σε απαγωγό εστία. 

4. Περιλούζουμε το επίχρισμα με 0,5% (β/ο) υδατικό 
διάλυμα σαφρανίνης και το αφήνουμε για 10 δευτερόλε¬ 
πτα σε θερμοκρασία εργαστηρίου. 

Προσοχή! Η σαφρανίνη είναι επιβλαβής, γι’ αυτό πρέπει 
να εργαζόμαστε σε απαγωγό εστία. 

5. Ξεπλένουμε ήπια με ρέον νερό της βρύσης, στεγνώ¬ 
νουμε με απορροφητικό χαρτί και τοποθετούμε μία καλυ¬ 
πτρίδα. 

6. Εξετάζουμε το χρωσμένο επίχρισμα σε φωτομικρο- 
σκόπιο με ελαιοκαταδυτικό φακό και με κλίμακα μεγέθυν¬ 
σης ΙΟΟΟχ. 

Τα κοκκία ΡΗΒ στα κύτταρα του ΒβΙεΙοπία 
5θΐ3η3θθ3Γυπι εμφανίζονται χρωσμένα μπλε-μαύρα. Το 
κυτταρικό τοίχωμα εμφανίζεται με ροζ χρώση. 

Άλλες δοκιμές 

Άλλες κατάλληλες δοκιμές διαλογής είναι η δοκιμή ΙΕ 
(τμήμα III.2), η δοκιμή ΕΕΙ3Α (τμήμα III.3) καιη δοκιμή ΡΟΒ 
(τμήμα III 4). 

3. Διαδικασία απομόνωσης 

3.1. Λαμβάνεται εξίδρωμα ή τμήματα μεταχρωματισμέ¬ 
νου ιστού από τον αγγειώδη δακτύλιο του κονδύλου πα¬ 
τάτας ή τις αγγειώδεις δέσμες του στελέχους πατάτας ή 
τομάτας. Παρασκευάζεται αιώρημα των ανωτέρω σε μι¬ 
κρό όγκο αποστειρωμένου απεσταγμένου νερού ή σε 50 
πιΜ φωσφορικού ρυθμιστικού διαλύματος. Το αιώρημα 
αφήνεται για 5-10 λεπτά πάνω στον πάγκο. 

3.2. Παρασκευάζονται σειρές δεκαπλών αραιώσεων 
του αιωρήματος π.χ. 1/10 και 1/100 ή περισσότερες αν θε¬ 
ωρηθεί απαραίτητο. 

3.3. Συγκεκριμένη ποσότητα του αιωρήματος και των α¬ 
ραιώσεων μεταφέρεται σε γενικής χρήσης θρεπτικό υπό¬ 
στρωμα (ΝΑ, ΥΡΟΑ και 3ΡΑ, τμήμα III προσάρτημα 1) 
ή/και σε υπόστρωμα του ΚθΙπΐ3Π με ΙθΐΓ3ΖοΙίυπι (τμήμα III 
προσάρτημα 1) ή/και σε εκλεκτικό υπόστρωμα 3Μ3Α 
(τμήμα III προσάρτημα 7) και απλώνεται ή εξαπλώνεται 
γραμμωτά με κατάλληλη τεχνική αραιώσεως επίτου υπο¬ 
στρώματος. Αν θεωρηθεί χρήσιμο, προετοιμάζονται ξε¬ 
χωριστά τρυβλία από κάθε υπόστρωμα με αραιωμένο αι¬ 
ώρημα καλλιέργειας παθογόνου στελέχους ΒβΙβϊοπΙβ 
5θΐ3η3θθ3Γυπι βιοποικιλίας 2, φυλής 3 που χρησιμοποιεί¬ 
ται ως θετικός μάρτυρας. 

3.4. Τα τρυβλία επωάζονται 3 ημέρες στους 280 Ο. Η ε¬ 
πώαση μπορεί να παραταθεί στις 6 ημέρες, αν η ανάπτυ¬ 
ξη είναι αργή, αλλά οι αποικίες επί 3Μ3Α συχνά γίνονται 
μη τυπικές και νεκρώνονται. 

Στα γενικής χρήσεως θρεπτικά υποστρώματα οι παθο- 
γόνες απομονώσεις ΒβΙεΙοπίβ 8θΐ3Π3θθ3Γυπι αναπτύσ¬ 
σουν μαργαριτώδους χροιάς λευκές, επίπεδες, ακανόνι¬ 
στες και ρευστώδεις αποικίες που εμφανίζουν συχνά χα¬ 
ρακτηριστικές σπείρες. 

Σε υπόστρωμα ΚθΙπίηπ με 1θΐΓ3ΖοΙίυπι, τυπικές αποικίες 
παθογόνων απομονώσεων του ΒαΙεΐοηίβ 5θΐ3Π3θθ3Γυηη 
είναι κρεμώδεις, επίπεδες, με ακανόνιστο περιθώριο και 
υδαρείς με αιματέρυθρες ελικώσεις στο κέντρο. Μη πα- 




ΦΕΚ214 


ΕΦΗΜΕΡΙΣΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΠΡΩΤΟ) 


3293 


θογόνες απομονώσεις του ΒεΙεΙοπία 5θΐ3Π3θθ3ΐ·υηι ανα¬ 
πτύσσουν βουτυρώδεις έντονα ερυθρές αποικίες. 

Στο 3Μ3Α, τυπικές αποικίες παθογόνων απομονώσεων 
του ΒαΙεΐοηίαεοΙαπααθαΓυπι αναπτύσσουν γαλακτώδους 
χροιάς λευκές, επίπεδες, ακανόνιστες στο περιθώριο και 
ρευστώδεις αποικίες με αιματέρυθρα κέντρα. 

Οι μη παθογόνες μορφές ΒβΙεΙοηίβ 3θΐ3Π3θθ3Γυπη ανα¬ 
πτύσσουν λιγότερο ρευστώδεις αποικίες, οι οποίες στο 
3Μ3Α εμφανίζονται τελείως ροζ προς ερυθρές. 

3.5. Οι αποικίες με χαρακτηριστική μορφολογία καθορί¬ 
ζονται με εκ νέου καλλιέργεια σε γενικής χρήσεως θρε¬ 
πτικό υπόστρωμα. Πρέπει να αποφεύγονται επανειλημ¬ 
μένες εκ νέου καλλιέργειες γιατί αυτό μπορεί να οδηγή¬ 
σει σε μείωση της παθογένειας. 

4. Δοκιμή (-ές) επιβεβαίωσης 

4.1. Ταυτοποίηση του ΒβΙεΙοηίΒ εοΙαηΒΟθΒΓυπι 

Η ταυτοποίηση καθαρών καλλιεργειών του ΒβΙεΐοπίβ 
5θΐ3Π3θθ3Γυιπ γίνεται με μία από τις ακόλουθες διαδικα¬ 
σίες: 

Θρεπτικές και ενζυματικές δοκιμές 

Σημείωση:Να περιλαμβάνονται κατάλληλα στελέχη ως 
μάρτυρες σε κάθε δοκιμή. 

Το Β3ΐ5ίοπί3 5θΐ3Π3θθ3Γυπι παρουσιάζει ή όχι εν γένει 
τις ακόλουθες φαινοτυπικές ιδιότητες: 


Φθορίζουσα χρωστική 

Έγκλειστα ΡΗΒ + 

Δοκιμή οξείδωσης/ζύμωσης (Ο/Ρ) 0+/Ε- 

Καταλάση + 

Οξειδάση Κονβο’ε + 

Αναγωγή νιτρικών + 


Χρησιμοποίηση κιτρικών + 

Ανάπτυξη σε 40°Θ _ 

Ανάπτυξη σε 1 % ΝβΘΙ + 


Ανάπτυξη σε 2% ΝβΘΙ 
Διυδρολάση αργινίνης 
Ρευστοποίηση ζελατίνης 
Υδρόλυση αμύλου 
Υδρόλυση αισκουλίνης 
Παραγωγή Ιοναπ 

Υλικά και μέθοδοι παρέχονται στην εργασία των ΙθΙΝοΙΙ 
και 3ΐΘ3ά (1987). 

Δοκιμή ΙΡ 

Παρασκευάζουμε αιώρημα ΙΟ 6 κυττάρων ανά γπΙ από 
την καλλιέργεια και ένα θετικό μάρτυρα. Παρασκευάζου¬ 
με επίσης μία σειρά αραιώσεων του αντιορού στο διπλά¬ 
σιο. Εφαρμόζουμε τη διαδικασία ΙΡ (τμήμα III.2). Ο τίτλος 
I Ρτης καλλιέργειας πρέπει να είναι ισοδύναμος με εκείνον 
του θετικού μάρτυρα. 

Δοκιμή Ε Ι_I 3Α 

Παρασκευάζουμε αιώρημα > ΙΟ 6 κυττάρων ανά πιΙ από 
την καλλιέργεια και ένα θετικό μάρτυρα. Εφαρμόζουμε τη 
διαδικασία ΕΙ_Ι3Α (τμήμα III.3). Ο τίτλος ΕΙ_Ι3Α της καλ¬ 
λιέργειας πρέπει να είναι ισοδύναμος με εκείνοντου θετι¬ 
κού μάρτυρα. 

Δοκιμή ΡΘΒ 

Παρασκευάζουμε αιώρημα ΙΟ 6 κυττάρων ανά γπΙ από 
την καλλιέργεια και ένα θετικό μάρτυρα. Εφαρμόζουμε τη 
διαδικασία ΡΘΒ - (τμήμα III.4) Το προϊόν ΡΘΒ της καλ¬ 


λιέργειας πρέπει να έχει το ίδιο μέγεθος και μορφή ΒΕΑ 
με εκείνα του θετικού μάρτυρα. 

Φθορίζων ίη δίΐυ υβριδισμός (ΡI 3 Η) 

Παρασκευάζουμε αιώρημα ΙΟ 6 κυττάρων γπΙ από την 
καλλιέργεια και ένα θετικό μάρτυρα. Εφαρμόζουμε τη 
διαδικασία ΡΙ3Η (ναη Βθυπίπρθπ θΙβΙ., 1995) χρησιμοποι¬ 
ώντας τον εκκινητή (ρππίθΐ·) ΡΘΒ 011-1 (8θ3ΐ θί 31., 1993) 
Η καλλιέργεια πρέπει να εμφανίζει την ίδια αντίδραση με 
το θετικό μάρτυρα. 

Προφίλ πρωτεϊνών 

Οι μετουσιωμένες ολοκυτταρικές πρωτεΐνες διαχωρί¬ 
ζονται με ηλεκτροφόρηση σε πηκτή πολυακρυλαμίδιου - 
ΡΑ0Ε(3ΐθαά, 19923). 

Προφίλ σε λιπαρά οξέα (ΕΑΡ). 

Αναπτύσσουμε την καλλιέργεια και ένα στέλεχος θετι¬ 
κού μάρτυρα για 48 ώρες στους 28°Θ σε ώγρίίοαεθ εογ 3- 
93Γ και εφαρμόζουμε τη διαδικασία ΕΑΡ (ϋ3Π0θ,1991, 
3ΐΘ3ά, 19923, 3ΐθ3ά, 1992ά). Το προφίλ λιπαρών οξέων 
της καλλιέργειας πρέπει να είναι ίδιο με εκείνο του θετι¬ 
κού μάρτυρα. Στις καθορισμένες συνθήκες, τα χαρακτη¬ 
ριστικά λιπαρά οξέα είναι 14:0 30Η, 16:0 20Η, 16:1 20Η 
και 18:1 20Η. 

4.2. Χαρακτηρισμός στελέχους 

Ο χαρακτηρισμός του στελέχους είναι προαιρετικό αλ¬ 
λά συστήνεται για κάθε νέα περίπτωση, χρησιμοποιώντας 
τουλάχιστον μία από τις ακόλουθες διαδικασίες: 

Χαρακτηρισμός βιοποικιλίας 

Το ΒβΙεΙοπίβ 5θΐ3Π3θθ3Γυπι διαχωρίζεται σε βιοποικι- 
λίες βάσει της ικανότητάς του να παράγει οξύ από τρεις 
εξοζοαλκοόλες και τρία σάκχαρα (ΗβγννΒΓά, 1964 και 
1994). 


Βιοποικιλία 

1 

2 

3 

4 

5 

Χρήση 





- μαλτόζης 

+ 

+ 

- 

+ 

- λακτόζης 

+ 

+ 

- 

+ 

- κελλοβιόζης 

+ 

+ 

- 

+ 

- μαννιτόλης 

- 

+ 

+ 

+ 

- σορβιτόλης 

- 

+ 

+ 

- 

- δουλκιτόλης 

- 

+ 

+ 

- 


Με πρόσθετες δοκιμές, η βιοποικιλία 2 μπορεί να δια¬ 
φοροποιηθεί σε υποφαινοτύπους (ΕΙαγνναΓά, 1994): 


Βιοποικιλία 2 βιοποικιλία 2-Α Βιοποικιλία 2-Τ 


Χρήση τρεαλόζης 

+ 

+ 

Χρήση ινοσιτόλης + 

- 

+ 

Χρήση ϋ-ριβόζης 

- 

Ι- 

Πηκτινολυτική δράση μικρή 

Μικρή 

μεγάλη 


Προσδιορισμός φυλής 

Η φυλή (Βυάάθηΐιαρθη θΙβΙ., 1962) μπορεί να προσδιο- 
ρισθεί με βάση μία δοκιμή παθογένειας σε φυτά τομάτας 
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ή μελιτζάνας και σε φυτά καπνού και με μία αντίδραση υ¬ 
περευαισθησίας (ΗΒ) σε φύλλα καπνού (ίοζαπο και 3θ- 
ςυθίΓ3, 1970):_ 


Φυλή (*) 


1 

2 

3 

Αντίδραση σε: 
φυτάτομάτας 
/μελιτζάνας 
φυτά καπνού 
φύλλα καπνού 

μαρασμός 
μαρασμός 
νέκρωση (48 
ώρες) και 
μαρασμός (7-8 ημ.) 

μη αντίδραση 
μη αντίδραση 
ΗΡ (12-24 
ώρες) 

μαρασμός 
μη αντίδραση 
χλώρωση (2-8 
ημέρες) 

(*) Η φυλή 4 (παθογόνος στο ρίηρθΓ και μερικούς άλ¬ 
λους ξενιστές) και η φυλή 5 (παθογόνος στη μουριά μό¬ 
νο) δεν περιλαμβάνονται. 


Ο χαρακτηρισμός της φυλής με τις δοκιμές παθογένει- 
ας ή υπερευαισθησίας σε καπνό, δεν είναι ίσως πολύ α¬ 
ξιόπιστος και αντ’ αυτών μπορεί να προκύψει από τη βιο- 
ποικιλία και το φυτό ξενιστή προέλευσης. 

Το γενωμικό αποτύπωμα 

Η μοριακή διαφοροποίηση των στελεχών στο σύμπλο- 
κο ΒαΙεΙοηία εοΙαπασσαΓυπι μπορεί να γίνει με: 

Ανάλυση ΒΡ1_Ρ (ΩοοΙ< θΐ 31., 1989) 

Επαναληπτική αλληλουχία ΡΟΗ [ΒΕΡ-, ΕΒΙΩ- και ΒΟΧ- 
ΡΩΒ (Ι_ουνν3θΐ3ΐ., 1995 3πιί1ό θί3ΐ., 1995)] 

4.3. Δοκιμή παθογένειας 

Η δοκιμή αυτή αποσκοπεί στην επιβεβαίωση της διά¬ 
γνωσης του Β3ΐ3ΐοπί3 5θΐ3Π3θθ3Γυπι και την εκτίμηση της 
παθογένειας των καλλιεργειών που ταυτοποιούνται ως 
ΒαΙεΙοπίβ 5θΐ3Π3θθ3ΐ·υπι. 

Παρασκευάζουμε μόλυσμα με 10 6 κύτταρα ανά πιΙ από 
την καλλιέργεια και ένα θετικό στέλεχος μάρτυρα. Μολύ¬ 
νουμε 5-10 φυτά τομάτας ή μελιτζάνας στο τρίτο κατά 
προτίμηση πραγματικό στάδιο φυλλοφορίας (τμήμα III.6). 
Αφήνουμε για επώαση μέχρι 2 εβδομάδες σε θερμοκρα¬ 
σία 22-28° Ο και υψηλή σχετική υγρασία με καθημερινό 
πότισμα. Παρατηρούμε αν εμφανίζονται συμπτώματα μα¬ 
ρασμού ή/και επιναστία, χλώρωση ή νανισμός. 

Απομονώνουμε από φυτά που παρουσιάζουν συμπτώ¬ 
ματα, ως ακολούθως: 

- αφαιρούμε ένα μέρος ιστού από το στέλεχος, 2 οπι πά¬ 
νω από το σημείο μόλυνσης, 

- τεμαχίζουμε τους ιστούς και παρασκευάζουμε αιώρη¬ 
μα σε ένα μικρό όγκο αποστειρωμένου, αποσταγμένου 
νερού ή σε 50 πιΜ φωσφορικού ρυθμιστικού διαλύματος. 
Ακολούθως γίνεται εξάπλωση επί στερεού θρεπτικού υ¬ 
ποστρώματος, επώαση και έλεγχος παρουσίας τυπικών 
αποικιών του Β3ΐ3ίοηί3 5θΐ3Π3063Γυπι. 

ΤΜΗΜΑ III 

ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΚΑΙ ΤΑΥΤΟΠΟΙΗΣΗ ΤΟΥ ΒΑ13ΤΟΝΙΑ 
δΟΕΑΝΑΟΕΑΒυΜ ΣΕ ΔΕΙΓΜΑΤΑ ΚΟΝΔΥΛΩΝ ΠΑΤΑΤΑΣ 

Σημείωση: Το κανονικό μέγεθος δείγματος είναι 200 
κόνδυλοι. Η δοκιμασία όμως μπορεί να εφαρμοστεί και 
για δείγματα μικρότερα των 200 κονδύλων. 

1. Προετοιμασία του δείγματος για δοκιμή. 

Σημείωση:Το εκχυλισμένο ίζημα πατάτας που λαμβάνε- 
ται με τη διαδικασία αυτή μπορεί να χρησιμοποιηθεί και 
για την ανίχνευση του Οΐ3νίό3θΙθΓ πιίοόίρΒΠθηβίε 5υό5ρ. 
3θρθόοηίου3. 

Εφόσον κριθεί σκόπιμο, μπορούν να γίνουν και οι εξής 
προκαταρκτικές εργασίες: 


ί) το δείγμα επωάζεται στους 25-30°Ω για διάστημα μέ¬ 
χρι 2 εβδομάδες για την ενθάρρυνση πολλαπλασιασμού 
τυχόν χαμηλών πληθυσμών ΒβΙεΙοηίβ 3θΐ3Π3063Γυπι. 

ϋ) οι κόνδυλοι πλένονται κάτω από ρέον νερό της βρύ¬ 
σης με κατάλληλα απολυμαντικά και απορρυπαντικά. Οι 
κόνδυλοι στεγνώνουν στον αέρα. 

1.1. Με ένα καθαρό και απολυμασμένο νυστέρι ή ειδικό 
μαχαίρι λαχανικών αφαιρείται η επιδερμίδα γύρω από το 
σημείο πρόσφυσης του στολονίου του κονδύλου έτσι ώ¬ 
στε να φανούν πρώτα οι αγγειώδεις ιστοί. Αποκόπτουμε 
με προσοχή ένα μικρό κώνο (διάμετρος 3-5 πιπι) αγγειώ- 
δους ιστού από το σημείο πρόσφυσης του στολονίου κά¬ 
θε κονδύλου. Προσοχή ώστε η αφαιρούμενη ποσότητα 
μη αγγειώδους ιστού από το σημείο πρόσφυσης του στο¬ 
λονίου κάθε κονδύλου να είναι η ελάχιστη δυνατή. Συνέ¬ 
χιση της διαδικασίας για κάθε κόνδυλο του δείγματος. 

Σημείωση:Στο στάδιο αυτό οι κόνδυλοι μπορούν να ε¬ 
ξεταστούν μακροσκοπικά (τμήμα 11.1). Κάθε κόνδυλος με 
συμπτώματα ή έντονη σήψη αφήνεται παράμερα και εξε¬ 
τάζεται χωριστά (τμήμα II). 

1.2. Οι κώνοι ιστών συλλέγονται μέσα σε ένα κλειστό δο¬ 
χείο. Κατάπροτίμηση, οι κώνοι από τα σημεία πρόσφυσης 
του στολονίου πρέπει να υποβάλλονται σε κατεργασία α¬ 
μέσως. Εάν αυτό δεν είναι δυνατόν, αποθηκεύονται για 
χρονικό διάστημα όχι μεγαλύτερο από 24 ώρες, ή στους 
4°0 για χρονικό διάστημα όχι μεγαλύτερο από 72 ώρες. 

1.3 Οι κώνοι από τα σημεία πρόσφυσης του στολονίου 
υποβάλλονται σε κατεργασία με μία από τις ακόλουθες 
διαδικασίες: 

ί) Οι κώνοι μεταφέρονται σε κατάλληλο δοχείο. 

Προστίθεται ικανή ποσότητα ρυθμιστικού διαλύματος 
διαβροχής (προσάρτημα 2) ώστε να καλυφθούν οι κώνοι. 

Οι κώνοι θρυμματίζονται σε ένα \Λ/3πης|-ΒΙθηάθΐ' (μίξερ) 
ή με υΐΙι-3 Τυιτ3χ μέχρι πλήρους ομοιογενοποιήσεως. 
Πρέπει να αποφεύγεται η υπερβολική ομοιογενοποίηση. 

Αφήνουμε το προϊόν να διαβραχεί για 15-30 λεπτά. 

ιι) Οι κώνοι μεταφέρονται σε κατάλληλο δοχείο. 

Προστίθεται ικανή ποσότητα ρυθμιστικού διαλύματος 
διαβροχής ώστε να καλυφθούν οι κώνοι. 

Το δοχείο τοποθετείται σε περιστροφικό αναδευτήρα. 

Το περιεχόμενο αφήνεται να επωαστεί σε 50-100 ιριη 
για 4 ώρες στους 20-22°Ο ή για 16-24 ώρες στους 4°0. 

ϊϋ) Οι κώνοι μεταφέρονται σε ένα ανθεκτικό σάκο δια¬ 
βροχής μίας χρήσης (π.χ. σάκο 31οππ3οΙιθγ με διαστάσεις 
105 πιπι χ 150 πιπι, αποστειρωμένο με ακτινοβολία). 

Οι κώνοι συνθλίβονται προσεκτικά με ένα κατάλληλο ερ¬ 
γαλείο, π.χ. σφυρί, μέχρι πλήρους ομοιογενοποιήσεως. 

Προστίθεται ικανή ποσότητα ρυθμιστικού διαλύματος 
διαβροχής για την επικάλυψη των συνθλιμμένων κώνων 
και το υγρό διαβροχής αφήνεται να κατακαθίσει για 15-30 
λεπτά της ώρας. 

1.4. Τα βακτήρια εξάγονται από κατεργασμένους κώ¬ 
νους με μία από τις ακόλουθες διαδικασίες: 

ί) Το υγρό διαβροχής μεταγγίζεται απαλά μέσα σε σω¬ 
λήνα φυγοκέντρησης αφήνοντας τυχόν υπολείμματα ι¬ 
στού μέσα στο δοχείο ή τον σάκο. Εφόσον το μεταγγιζό¬ 
μενο υγρό διαβροχής εμφανίζεται θολό φυγοκεντρείται 
με ταχύτητα όχι μεγαλύτερη από 180 χρ για 10 λεπτά σε 
θερμοκρασία κάτω από τους 10° Ο. 

Το μεταγγισθέν υγρό διαβροχής ή το υπερκείμενο υγρό 
από το πρώτο στάδιο φυγοκέντρησης φυγοκεντρείται με 
ταχύτητα 7000 χρ για 15 λεπτά ή με ταχύτητα 10.000 χρ 
για 10 λεπτά σε θερμοκρασία μικρότερη από τους 10°Ω. 
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Το υπερκείμενο υγρό απορρίπτεται προσέχοντας να μη 
διαταραχθεί το ίζημα. 

ϋ) Το υγρό διαβροχής διηθείται μέσω φίλτρου με μέγε¬ 
θος πόρων 40-100 μπι. Η διήθηση ενισχύεται με αντλία κε¬ 
νού. 

Το διήθημα συλλέγεται σε ένα σωλήνα φυγοκέντρησης. 

Το φίλτρο πλένεται με ρυθμιστικό διάλυμα διαβροχής. 

Το διήθημα φυγοκεντρείται με ταχύτητα 7.000 χρ για 15 
λεπτά ή με ταχύτητα 10.000 χρ για 10 λεπτά σε θερμο¬ 
κρασία μικρότερη από τους 10°Ο. 

Το υπερκείμενο υγρό απορρίπτεται προσέχοντας να μη 
διαταραχθεί το ίζημα. 

1.5. Το ίζημα αναδιαλύεται σε 1 ιτιΙ ρυθμιστικού διαλύ¬ 
ματος του ιζήματος (προσάρτημα 2). 

Το αιώρημα διαιρείται σε δύο ίσα μέρη και κάθε μέρος 
μεταφέρεται σε ένα μικροφιαλίδιο. 

Το ένα μικροφιαλίδιο χρησιμοποιείται για τη δοκιμή. Το 
υπόλοιπο από το εκχύλισμα αυτό διατηρείται κατά τη 
διάρκεια της δοκιμής στους 4°0. 

Στο άλλο μικροφιαλίδιο προστίθεται αποστειρωμένη 
γλυκερίνη σε τελική συγκέντρωση 10-25% (ν/ν). Ανακα¬ 
τεύεται με στροβιλισμό (νοάθχ). Αποθηκεύεται στους -18° 
Ο (για εβδομάδες) ή στους -70°Ο (για μήνες). 

2. Δοκιμή ανοσοφθορισμού (ΙΡ) 

Χρησιμοποιείται αντιορός για ΡαΙείοπία εοΙαπαοθαΓυπι, 
κατά προτίμηση για φυλή 3, βιοποικιλία 2. Ο τίτλος προσ¬ 
διορίζεται σε αιώρημα 106 κυττάρων ανά γπΙ από το ομό¬ 
λογο στέλεχος ΒαΙεΐοπία εοΙαπαοθαΓυπη με κατάλληλη α- 
ραίωση συμπλόκου ισοθειοκυανικής φθορεϊσίνης (ΡΙΤΟ), 
σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή. Ο πρωτογε¬ 
νής αντιορός πρέπει να έχει τίτλο ΙΡτουλάχιστον 1:2.000. 

Χρησιμοποιούνται πολυφατνιακές αντικειμενοφόροι 
πλάκες μικροσκοπίου με 10 κατά προτίμηση φατνία δια¬ 
μέτρου τουλάχιστον 6 πιπι. 

Σε κάθε αντικειμενοφόρο περιλαμβάνεται μάρτυρας 
συμπλόκου ΡΙΤΟ. Αντυχόν στο μάρτυρα ΡΙΤΟ παρατηρη¬ 
θούν θετικά κύτταρα η δοκιμή θα πρέπει να επαναλαμβά¬ 
νεται συμπεριλαμβάνοντας και το μάρτυρα ΡΒ3. 

Παρασκευάζονται ξεχωριστά ως θετικοί μάρτυρες α- 
ντικειμενοφόροι με αιώρημα 10 6 κυττάρων ανά πιΙ από 
στέλεχος ΒαΙεΙοηία εοΙαηαοθαΓυπι κατάλληλης 
φυλής/βιοποικιλίας (π.χ. φυλής 3, βιοποικιλίας 2). Σε κάθε 
σειρά δοκιμών χρησιμοποιείται μία αντικειμενοφόρος. 

2.1. Οι προς δοκιμή αντικειμενοφόροι ετοιμάζονται με 
μία από τις ακόλουθες διαδικασίες: 

ί) Σε περίπτωση ιζημάτων με μικρή σχετικά ποσότητα α¬ 
μύλου: 

Σε μία σειρά φατνίων, φέρεται μετρημένος με σιφώνιο 
συγκεκριμένος όγκος (15μΙ είναι αρκετός για φατνία με 
διάμετρο 6 πιπι - ο όγκος κλιμακώνεται προς τα άνω για 
μεγαλύτερα φατνία) του αιωρήματος του ιζήματος. Η άλ¬ 
λη σειρά μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως δείγμα εις διπλού ν 
ή για ένα δεύτερο δείγμα όπως φαίνεται στην εικόνα 1. 

ϋ) Σε περίπτωση άλλων ιζημάτων: 

Παρασκευάζονται δεκαπλές αραιώσεις, δηλαδή 1/10, 
1/100 και 1/1000 του αιωρήματος του ιζήματος σε ρυθμι¬ 
στικό διάλυμα ιζήματος. Σε μία σειρά φατνίων, φέρεται 
μετρημένος με σιφώνιο συγκεκριμένος όγκος (15 μΙ είναι 
αρκετός για φατνία με διάμετρο 6 πιπι - ο όγκος κλιμακώ¬ 
νεται προς τα άνω για μεγαλύτερα φατνία) του αιωρήμα- 
τοςτου ιζήματος από κάθε αραίωση. Η άλλη σειρά μπορεί 
να χρησιμοποιηθεί ως δείγμα εις διπλούν ή για ένα δεύτε¬ 
ρο δείγμα όπως φαίνεται στην εικόνα 2. 


2.2. Το περιεχόμενο των φατνίων αφήνεται να ξηραθεί. 
Τα βακτηριακά κύτταρα στην αντικειμενοφόρο προσηλώ¬ 
νονται με θέρμανση, με φλόγα ή με 95% αιθανόλη. 

2.3. Διαδικασία ΙΡ 

ί) Σύμφωνα με την ετοιμασία της αντικειμενοφόρου στο 
σημείο 2.1.Ϊ: 

Παρασκευάζεται μία σειρά αραιώσεων του αντιορού 
στο διπλάσιο σε ρυθμιστικό διάλυμα για ΙΡ (προσάρτημα 
3): 

1/4 του τίτλου (Τ/4), % του τίτλου (Τ/2), ο τίτλος (Τ) και 
το διπλάσιο του τίτλου (2Τ). 

ϋ) Σύμφωνα με την ετοιμασία της αντικειμενοφόρου στο 
σημείο 2.1 .ϋ: 

Παρασκευάζεται η αραίωση εργασίας (\Λ/0) του αντιο- 
ρού σε ρυθμιστικό διάλυμα για ΙΡ. Αραίωση εργασίας εί¬ 
ναι η αραίωση του αντιορού που εμφανίζει την καλύτερη 
εξειδίκευση και είναι συνήθως το μισό του τίτλου. 

Εικόνα 1 

Ετοιμασία της αντικειμενοφόρου δοκιμής σύμφωνα 
μετά σημεία 2.Ι.Ϊ. και 2.3.ϊ. 

Καθορισμένη αραίωση αιωρήματος ιζήματος 
(Τ = τίτλος) 

ΡΙΤΟ Τ/4 Τ/2 Τ 2Τ ^Αραιώσεις 

_αντιορού 

Δείγμα 1 ·1 ·2 ·3 ·4 ·5 

Δείγμα 1 εις 
διπλούν ή 

δείγμα 2 ·6 ·7 ·8 ·9 ·10 


Εικόνα 2 

Ετοιμασία της αντικειμενοφόρου δοκιμής σύμφωνα 
μετά σημεία 2.1.Μ. και 2.3.ϋ. 

ΡΙΤΟ Καθορισμένη αραίωση αντιορού 



Μη Μη 

αραιωμένο αραιωμένο 

1/10 

1/100 

1/1000 

■=> Δεκαδική 
αραίωση 
ιζήματος 

Δείγμα 1 
Δείγμα 1 
εις διπλούν 

• 1 

• 2 

•3 

• 4 

•5 


ή δείγμα 2 

•6 

• 7 

•8 

•9 

•10 



2.3.1. Οι αντικειμενοφόροι τοποθετούνται πάνω σεένυ- 
γρο απορροφητικό χαρτί. 

Τα φατνία δοκιμής καλύπτονται με την ή τις αραιώσεις 
του αντιορού. Στα φατνία ΡΙΤΟ φέρεται ΡΒ5.0 όγκος του 
χρησιμοποιούμενου στα φατνία αντιορού πρέπει να είναι 
ισοδύναμος με τον όγκο του χρησιμοποιούμενου εκχυλί¬ 
σματος. 

2.3.2. Οι αντικειμενοφόροιτοποθετούνται κάτω από ένα 
κάλυμμα και επωάζονται για 30 λεπτά σε θερμοκρασία πε¬ 
ριβάλλοντος. 

2.3.3. Τα σταγονίδια του αντιορού απομακρύνονται με 
ένα ελαφρό τίναγμα από την αντικειμενοφόρο και οι αντι- 
κειμενοφόροι ξεπλένονται προσεκτικά με ρυθμιστικό διά¬ 
λυμα ΙΡ. Πλύση επί 5 λεπτά σε ρυθμιστικό διάλυμα-ΤννΘθη 
ΙΟ και ακολούθως επί 5 λεπτά σε ρυθμιστικό διάλυμα ΙΡ 
(προσάρτημα 3). 

Η περίσσεια του υγρού απομακρύνεται προσεκτικά. 

2.3.4. Οι αντικειμενοφόροιτοποθετούνται πάνω σεένυ- 
γρο απορροφητικό χαρτί. 
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Τα φατνία δοκιμής και το φατνίο του ΡΙΤΟ καλύπτονται 
με την αραίωση του συ μπλόκου ΡΙΤΟ που χρησιμοποιείται 
για τον προσδιορισμό του τίτλου. Ο όγκος του χρησιμο¬ 
ποιούμενου στα φατνία συμπλόκου πρέπει να είναι ίδιος 
με τον όγκο του χρησιμοποιούμενου αντιορού. 

2.3.5. Οι αντικειμενοφόροιτοποθετούνται κάτω από ένα 
κάλυμμα και επωάζονται για 30 λεπτά σε θερμοκρασία πε¬ 
ριβάλλοντος. 

2.3.6. Τα σταγονίδια του συμπλόκου τινάζονται μακριά 
από την αντικειμενοφόρο και οι αντικειμενοφόροι ξεπλέ- 
νονται και πλένονται όπως προηγουμένως (2.3.3.). ΡΙ πε¬ 
ρίσσεια του νερού απομακρύνεται προσεκτικά. 

2.3.7. Σε κάθε φατνίο φέρονται με σιφώνιο 5-10 μΙ φω¬ 
σφορικού ρυθμιστικού διαλύματος γλυκερίνης 0,1 Μ 
(προσάρτημα 3) ή παρομοίου ρευστού και τα φατνία κα¬ 
λύπτονται με μία καλυπτρίδα. 

2.4. Ανάγνωση της δοκιμής ΙΡ 

Οι αντικειμενοφόροι δοκιμής εξετάζονται σε μικροσκό¬ 
πιο επιφθορισμού με φίλτρα κατάλληλα για την διέγερση 
του ΡΙΤΟ, με ελαιοκαταδυτικό φακό και με μεγέθυνση 50- 
1000. Τα φατνία εξετάζονται κατά μήκος δύο καθέτων 
διαμέτρων και κατά την περίμετρό τους. Π ρώτα ελέγχεται 
η αντικειμενοφόρος του θετικού μάρτυρα. Τα κύτταρα 
πρέπει να είναι πλήρως χρωσμένα με λαμπρό φθορισμό. 

Σημείωση: Σε περίπτωση αποτυχίας, η δοκιμή επανα¬ 
λαμβάνεται. 

Γίνεται ανάγνωση αντικειμενοφόρων δοκιμής. 

Ελέγχεται κατ’ αρχάς ότι δεν υπάρχουν φθορίζοντα 
κύτταρα στα φατνία των μαρτύρων ΡΙΤΟ. Αν υπάρχουν 
φθορίζοντα κύτταρα στο φατνίο ΡΙΤΟ αυτό δείχνει μη ει¬ 
δική σύζευξη του συμπλόκου, αυτοφθορισμό ή επιμόλυν- 
ση. 

Σημείωση: Στις περιπτώσεις αυτές, η δοκιμή επανα¬ 
λαμβάνεται. 

Εξετάζεται αν υπάρχουν φθορίζοντα κύτταρα με τη χα¬ 
ρακτηριστική μορφολογία του ΡΙεΙεΐοηίε 8θΐ3Π3θθ3ΐ·υπι 
στα φατνία δοκιμής. Η ένταση του φθορισμού πρέπει να 
είναι ίδια με εκείνη του θετικού μάρτυρα με ίδια αραίωση 
αντιορού. Κύτταρα με ατελή χρώση ή με ασθενή φθορι- 
σμό δεν πρέπει να λαμβάνονται υπόψη, εκτός κι αν υπάρ¬ 
χουν πολλά τέτοια κύτταρα (βλέπε ερμηνεία αποτελε¬ 
σμάτων της δοκιμής ΙΡ). 

Ερμηνεία των αποτελεσμάτων της δοκιμής ΙΡ 

ί) Εφόσον σε ένα δείγμα δεν ανευρίσκονται λαμπρώς 
φθορίζοντα κύτταρα με χαρακτηριστική μορφολογία, η 
δοκιμή ΙΡ είναι αρνητική. 

ϋ) Εφόσον σε ένα δείγμα βρίσκονται λαμπρώς φθορίζο¬ 
ντα κύτταρα με χαρακτηριστική μορφολογία, προσδιορί¬ 
ζεται ο μέσος αριθμός κυττάρων ανά πεδίο μικροσκοπίου 
και υπολογίζεται ο αριθμός των κυττάρων (Ν) ανά πιΙ του 
αναδιαλυμένου ιζήματος (προσάρτημα 4). 

Ένας πληθυσμός 10 3 περίπου ανά γπΙ αναδιαλυμένου ι¬ 
ζήματος, θεωρείται το όριο ανίχνευσης της δοκιμής ΙΡ: 

- σε δείγματα με Ν > 10 3 κύτταρα ανά πγίΙ αναδιαλυμένου 
ιζήματος, η δοκιμή ΙΡ θεωρείται θετική, 

- σε δείγματα με Ν < 10 3 κύτταρα ανά γπΙ αναδιαλυμένου 
ιζήματος, η δοκιμή ΙΡ μπορεί να θεωρηθεί θετική. 

ίϋ) Αν παρατηρηθούν μεγάλοι αριθμοί (Ν> 10 5 κύτταρα 
ανά γπΙ) κυττάρων με ατελή ή ασθενή φθορισμό, μετοντίτ- 
λο του αντιορού, πρέπει να πραγματοποιείται μία δεύτε¬ 
ρη δοκιμή: 

- είτε μία δοκιμή βασισμένη σε μία διαφορετική βιολογι¬ 
κή αρχή, 


- ή επανάληψη της δοκιμής ΙΡ, με ένα δεύτερο αντιορό 
ή με 10 φορές αραιωμένο ίζημα. 

3. Δοκιμή ΕΙ.Ι8Α 

(βασίζεται στην εργασία των ΡΙοόίηεοη-δπιίΐΟ θί 31., 
1995) 

Χρησιμοποιείται αντιορός για ΗβΙεΙοπίΒ εοΐ3Π30θ3Γυπι, 
κατά προτίμηση έναντι φυλής 3, βιοποικιλίας 2. Ο τίτλος 
προσδιορίζεται σε αιώρημα 10 6 κυττάρων ανά πιΙ από το 
ομόλογο στέλεχος ΒβΙεΐοπίβ 5θΐ3Π3θθ3Γυπι. 

Συνιστάται η χρήση μικρότιτλων πλακών ΝΙύΝΟ 
ΡοΙγεοιρ. 

Περιλαμβάνεται ένας αρνητικός μάρτυρας εκχυλίσμα¬ 
τος πατάτας και ένας μάρτυρας από ρυθμιστικό φωσφο¬ 
ρικό διάλυμα αλατιού (ΡΒ3). 

Ως θετικός μάρτυρας χρησιμοποιείται αιώρημα > 10 6 
κυττάρων ανά πιΙ από στέλεχος Β3ΐδίοηί3 5θΐ3Π3θθ3Γυηπ 
κατάλληλης φυλής/βιοποικιλίας. Η δοκιμή γίνεται με ταυ¬ 
τόσημο τρόπο με εκείνη του ή των δειγμάτων αλλά δια¬ 
χωρίζεται σαφώς από τα δείγματα στη πλάκα. 

3.1.100-200 μΙ του αιωρήματος του ιζήματος φέρονται 
με σιφώνιο σε ένα μικροφιαλίδιο και θερμαίνονται για 4 
λεπτά στους 100°0. Κατόπιν το μικροφιαλίδιο τοποθετεί¬ 
ται σε πάγο. 

3.2. Προστίθεται ίσος όγκος ανθρακικού ρυθμιστικού 
διαλύματος επικάλυψης διπλής ιοντικής ισχύος (προσάρ¬ 
τημα 5) και το περιεχόμενο ανακατεύεται σε συσκευή 
νοάΘΧ. 

3.3. Σε δύο τουλάχιστον φατνία της μικρότιτλης πλάκας 
φέρονται από 100 μΙ του ανωτέρω διαλύματος και επωά¬ 
ζονται για 1 ώρα στους 37°0 ή όλη τη νύκτα στους 4°0. 

3.4. Η πλάκα τινάζεται ελαφρά για να απομακρυνθούν 
τα εκχυλίσματα από τα φατνία. Τα φατνία πλένονται τρεις 
φορές με ΡΒ3 -Τ\λ/θθπ (προσάρτημα 5), αφήνοντας το τε¬ 
λευταίο διάλυμα πλυσίματος στα φατνία για 5 λεπτά του¬ 
λάχιστον. 

3.5. Παρασκευάζεται η κατάλληλη αραίωση αντιορού 
Β3ΐ5ΐοηί3 5θΐ3Π3θθ3Γυπι σε ρυθμιστικό προστατευτικό 
διάλυμα (όΙοοΙάηρ όυίίθή (προσάρτημα 5). Στα φατνία φέ¬ 
ρονται 100 μΙ αραίωσης αντιορού. 

Επωάζονται για 1 ώρα στους 37°0. 

3.6. Η πλάκα τινάζεται ελαφρά για να απομακρυνθεί ο α- 
ντιορός από τα φατνία και τα φατνία πλένονται όπως και 
προηγουμένως (σημείο 3.4). 

3.7. Παρασκευάζεται η κατάλληλη αραίωση συμπλόκου 
αλκαλικής φωσφατάσης σε ρυθμιστικό διάλυμα δεσμεύ- 
σεως. Φέρονται στα φατνία 100 μΙ από αυτή και επωάζο¬ 
νται για 1 ώρα στους 37°0. 

3.8. Η πλάκα τινάζεται ελαφρά για να απομακρυνθούν 
τα υπολείμματα του συμπλόκου από τα φατνία και τα φατ¬ 
νία πλένονται όπως και προηγουμένως (σημείο 3.4 και 
3.6). 

3.9. Παρασκευάζεται διάλυμα υποστρώματος αλκαλι¬ 
κής φωσφατάσης (προσάρτημα 5). Φέρονται στα φατνία 
100 μΙ από αυτό και ακολουθεί επώαση για 30 λεπτά έως 
1 ώρα στο σκοτάδι σε θερμοκρασία εργαστηρίου. 

3.10. Διαβάζεται η απορρόφηση στα 409 ηπι. 

Ερμηνεία της δοκιμής ΕΕΙ3Α 

Η δοκιμή ΕΕΙ3Α είναι αρνητική εάν η οπτική πυκνότητα 
(Ο.ϋ.) του δείγματος είναι < 2χΟΌ. του αρνητικού μάρ¬ 
τυρα. 

Η δοκιμή ΕΕΙ3Α είναι θετική εάν η οπτική πυκνότητα 
(Ο.ϋ.) του δείγματος είναι > 2χ Ο.ϋ. του αρνητικού μάρ¬ 
τυρα. 
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4. Δοκιμή ΡΟΒ 

(βασίζεται στην εργασία των ΟθβΙ θΙ ά \ ., 1993). 

Σημείωση: Κατά τη διάρκεια της παρασκευής του δείγ¬ 
ματος καθώς και των υπόλοιπων εργασιών για τη δοκιμή 
ΡΟΒ, πρέπει να χρησιμοποιούνται ογκομετρικά ακροστό¬ 
μια (ρίρθίΐθ Ιίρε) με φίλτρο. 

Παρασκευάζεται αιώρημα ΙΟ 6 κυττάρων ανά πιΙ από 
στέλεχος ΒβΙεΙοηίβ 5θΐ3Π3063Γυπι φυλής 3, βιοποικιλίας 2 
ως θετικός μάρτυρας. Η δοκιμή γίνεται με ταυτόσημο 
τρόπο με εκείνη του ή των δειγμάτων. 

4.1.100 μΙ του αιωρήματος του ιζήματος φέρονται με σι¬ 
φώνιο σε ένα μικροφιαλίδιο. 

Εναλλακτικά 90 μΙ του αιωρήματος μεταφέρονται σε μι- 
κροφιαλίδιο περιέχον 10 μΙ ΝβΟΗ 0,5Μ. Το περιεχόμενο 
του φιαλιδίου ανακατεύεται αναποδογυρίζοντας επανει¬ 
λημμένα πάνω κάτω το μικροφιαλίδιο. 

4.2. Το φιαλίδιο θερμαίνεται για 4 λεπτά στους 100° Ο 
και κατόπιν απομακρύνεται αμέσως πάνω σε πάγο. 

4.3. Παρασκευάζονται δύο τουλάχιστον δεκαδικές α¬ 
ραιώσεις π.χ. 1 /10 και 1/100, ή περισσότερες αν θεωρηθεί 
απαραίτητο, σε αποστειρωμένο απεσταγμένο ή υπέρ κα¬ 
θαρό νερό (υρνν). 

4.4. Παρασκευάζεται το μείγμα αντίδρασης ΡΟΒ (προ¬ 
σάρτημα 6) προσθέτοντας σε αποστειρωμένο φιαλίδιο τα 
παρακάτω συστατικά με την ακόλουθη σειρά: 

Για όγκο αντίδρασης 50 μΙ 


Συστατικό 

Ποσότητα 

Τελική 

Αποστειρωμένο 
απεσταγμένο ή ϋΡ\Ν 

30,8 μΙ-33,8 μΙ 

συγκέντρωση 

10χ ρυθμιστικό 
διάλυμα ΡΟΒ 

5,0 μι 

1χ 

ύ-ΑΤΡ 

1,0 μι 

0,2 γτιΜ 

ό-ΟΤΡ 

1,0 μι 

0,2 γτιΜ 

ύ-ΘΤΡ 

1,0 μι 

0,2 γτιΜ 

ύ-ΤΤΡ 

1,0 μι 

0,2 πιΜ 

Εκκινητής 

ΟΕΙ-1 (20 μΜ) 

2,5 μι 

1 μΜ 

Εκκινητής 

Υ-2 (20 μΜ) 

2,5 μι 

1 μΜ 

Τβς πολυμεράση 
(5ίΙ/μΙ) 

0,2 μ! 

ι,ο υ 


Συνολικός όγκος _ 

45 μΙ - 48 μΙ 

Γ ια περισσότερες αντιδράσεις 

Υπολογίζεται η ποσότητα κάθε συστατικού για τον α- 
παιτούμενο αριθμό αντιδράσεων. 

Τα συστατικά αναμειγνύονται και 45 μΙ-48 μΙ του μείγ¬ 
ματος μεταφέρονται σε αποστειρωμένα φιαλίδια ΡΟΒ. 

Τα φιαλίδια με το μείγμα αντίδρασης ΡΟΒ διατηρούνται 
σε πάγο. 

Γ ια όγκο 25 γπΙ 

Η ποσότητα των συστατικών μειώνεται αναλογικά. 

4.5. Σύνθεση ΡΟΒ 

4.5.1. Προαιρετικό! Τα φιαλίδια με το βρασμένο δείγμα 
και τον θετικό μάρτυρα υποβάλλονται σε παλμική φυγο- 
κέντρηση. 

Προστίθενται, με την καθοριζόμενη σειρά, 2-5 μΙ του ή 
των δειγμάτων, υδατικού μάρτυρα και θετικού μάρτυρα 
στα φιαλίδια με το μείγμα αντίδρασης ΡΟΒ.Τα φιαλίδια 
τοποθετούνται στο θερμικό μπλοκ στη μονάδα θέρμαν¬ 
σης του θερμικού κυκλοποιητή ϋΝΑ. 


4.5.2. Ακολουθείται το εξής πρόγραμμα: 

1 κύκλος από: 

ί) 2 λεπτά στους 96° Ο: μετουσίωση του αρχικού ϋΝΑ 
50 κύκλοι από: 

ϋ) 20 δευτερόλεπτα στους 94° Ο: μετουσίωση 
ίϋ) 20 δευτερόλεπτα στους 68° Ο: προσκόλληση εκκινη- 
τών 

ίν) 30 δευτερόλεπτα στους 72° Ο: επέκταση αντιγράφου 
1 κύκλος από: 

ν) 10 λεπτά στους 72°0: περαιτέρω επέκταση 
1 κύκλος συνιστάμενος σε: 
νί) διατήρηση στους 4°0 

Σημείωση: Οι παράμετροι αυτές ισχύουν για θερμικό 
κυκλοποιητή ΩΝΑ ΡθγΚιπ ΕΙπίθΓ 9600. Άλλοι θερμικοί κυ- 
κλοποιητές μπορεί να απαιτούν επίστρωση ορυκτελαίου 
στα φιαλίδια ΡΟΒ ή/και τροποποίηση της διάρκειας των 
σταδίων ϋ), ίϋ) και ίν) στο πρόγραμμα σύνθεσης. 

4.5.3. Τα φιαλίδια απομακρύνονται από τον θερμικό κυ- 
κλοποιητή. Το προϊόν ΡΟΒ αναλύεται. Εάν αυτό δεν γίνει 
αμέσως, τα φιαλίδια αποθηκεύονται στους 4° Ογια χρήση 
την ίδια μέρα ή στους -18° Ο για αργότερα. 

4.6. Ανάλυση του προϊόντος ΡΟΒ 
Τα Τ μήματα ϋΝΑ ΡΟΒ ανιχνεύονται με ηλεκτροφόρηση 
σε πηκτή αγαρόζης και χρώση με βρωμιούχο αιθίδιο 
4.6.1 Παρασκευάζεται κατάλληλη πηκτή αγαρόζης 
βράζοντας ήπια ποσότητα αγαρόζης σε Ιπε-οξικό ρυθμι¬ 
στικό διάλυμα ηλεκτροφόρησης (ΤΑΕ). 

4.6.2. Η τηγμένη αγαρόζη ψύχεται στους 50-60° Ο, χύ¬ 
νεται στο καλούπι της μονάδας ηλεκτροφόρησης και ει- 
σάγεται η χτένα. Η πηκτή αφήνεται να στερεοποιηθεί. 

4.6.3. Απομακρύνεται η χτένα. Η πηκτή βυθίζεται σε ΤΑΕ 
έτσι ώστε ίσα-ίσα να καλύπτεται (2-3 πιπι) από το ρυθμι¬ 
στικό διάλυμα. 

4.6.4.3 μΙ ρυθμιστικού διαλύματος φόρτωσης φέρονται 
πάνω σε παραφίλμ. Προστίθενται 12 μΙ του προϊόντος 
ΡΟΒ από τα δείγματα, το θετικό μάρτυρα ή τον υδατικό 
μάρτυρα και αναμειγνύονται με ελαφρά αναρρόφηση στο 
ογκομετρικό ακροστόμιο πριν από την φόρτωση στην πη¬ 
κτή. Οι αναφερόμενοι όγκοι μπορούν να τροποποιηθούν 
προκειμένου να προσαρμοστούν στη χωρητικότητα των 
φατνίων στην πηκτή αγαρόζης. 

4.6.5. Η φόρτωση γίνεται με προσοχή στα φατνία της 
πηκτής. Σε ένα τουλάχιστον φατνίο φέρεται γιαλόγους α¬ 
ναφοράς κατάλληλος ιχνηθέτης ϋΝΑ. 

4.6.6. Συνδέονται τα καλώδια στη συσκευή ηλεκτροφό¬ 
ρησης και την πηγή τροφοδοσίας. Εφαρμόζεται τάση 5-8 
ν/οπι μέχρις όπου το μέτωπο του ιχνηλάτη δείκτη φθάσει 
στο 1 οπι από το άκρο της πηκτής. 

4.6.7. Διακόπτεται η τροφοδοσία ρεύματος. Τα καλώδια 
αποσυνδέονται από τη μονάδα ηλεκτροφόρησης, απομα¬ 
κρύνεται με προσοχή η πηκτή και εμβαπτίζεται σε βρωμι¬ 
ούχο αιθίδιο για 30-45 λεπτά. 

Σημείωση:Όταν χρησιμοποιούμε βρωμιούχο αιθίδιο, 
πρέπει να φορούμε πάντοτε γάντια γιατί είναι ισχυρό με- 
ταλλαξιογόνο. 

4.6.8. Ακολουθεί αποχρωματισμός σε απεσταγμένο νε¬ 
ρό για 10-15 λεπτά. 

4.6.9. Το ή τα συντεθειμένα τμήματα ΩΝΑ εμφανίζονται 
με υπεριώδη ακτινοβολία. Το προϊόν ΡΟΒ του ΒβΙεΐοπία 
5θί3Π3θθ3Γυπι με εκκινητές ΟΕΙ-1 και Υ-2 έχει μήκος 288 
όρ. Συγκρίνεται σε σχέση με τον ιχνηθέτη ϋΝΑ και τον θε¬ 
τικό μάρτυρα. 

Σημείωση: Ο υδατικός μάρτυρας πρέπει σε κάθε περί- 
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πτώση να είναι αρνητικός. Εάν είναι θετικός, η δοκιμή ε¬ 
παναλαμβάνεται. 

4.6.10. Η πηκτή, εφόσον χρειάζεται για το αρχείο, φω¬ 
τογραφίζεται. 

4.6.11. Η αυθεντικότητα του συντεθειμένου τμήματος 
ϋΝΑ επιβεβαιώνεται με ανάλυση με ένζυμο περιορισμού 
(ΒΕΑ). 

4.7. Ανάλυση με περιοριστικό ένζυμο (ΒΕΑ). 

4.7.1. 8,5 μΙ από το προϊόν ΡΟΒ (σημείο 4.5.3.) μεταφέ- 
ρονταισενέο μικροφιαλίδιο. Προστίθεται 1 μ110 χ ρυθμι¬ 
στικού διαλύματος του ενζύμου και 0,5 μΙ ένζυμο περιορι¬ 
σμού ΑναΙΙ. 

4.7.2. Αναμειγνύονται με ήπια αναρρόφηση στο ακρο¬ 
στόμιο. Εάν στα τοιχώματα του φιαλιδίου παραμείνουν 
σταγόνες, φυγοκεντρείται σε παλμική μικροφυγόκεντρο. 
Ακολουθεί επώαση για 1 ώρα στους 37°0. 

4.7.3. Το Τμήμα ΩΝΑπου υπέστη πέψη αναλύεται με η- 
λεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης όπως προηγουμένως 
(σημείο 4.6.). 

Ερμηνεία των αποτελεσμάτων της δοκιμής ΡΟΒ 

Η δοκιμή ΡΟΒ είναι αρνητική εφόσον δεν ανιχνεύεται το 
χαρακτηριστικό τμήμα 288 όρ και το τμήμα ανιχνεύεται 
στο θετικό μάρτυρα ΒβΙεΙοηία εοΙαπαοθΗΓυπι. 

Η δοκιμή ΡΟΒ είναι θετική εάν το τμήμα 288 όρ ανιχνεύ- 
εται και η ανάλυση ΒΕΑ του συντεθειμένου τμήματος εί¬ 
ναι ίδια με εκείνη του θετικού μάρτυρα ΒαΙδίοπίβ 
50ΐ3Π30θ3Γυπΐ. 

5. Εκλεκτική απομόνωση επί στερεού υποστρώματος. 

(βασίζεται στην εργασία των ΕΙρόίπεΙοπθ βΐ 31., 1996) 

5.1. Η δοκιμή πραγματοποιείται με κατάλληλη τεχνική 
αραιώσεων επί στερεού υποστρώματος π.χ.: 

ί) Παρασκευάζονται δύο τουλάχιστον δεκαδικές αραιώ¬ 
σεις, συγκεκριμένα 1/10 και 1/100 ή περισσότερες αν θε¬ 
ωρηθεί χρήσιμο, του αιωρήματος του ιζήματος σε ρυθμι¬ 
στικό διάλυμα ιζήματος. Συγκεκριμένος όγκος (50-100 μΙ) 
του αιωρήματος και κάθε αραίωσης μετρημένος με σιφώ¬ 
νιο φέρεται σε τροποποιημένο εκλεκτικό υπόστρωμα 3Μ- 
5Α (προσάρτημα 7) και απλώνεται με μία γυάλινη ράβδο 
σε όλη την επιφάνεια του υποστρώματος. 

Εφόσον κρίνεται σκόπιμο, πραγματοποιείται γραμμική 
εξάπλωση αραίωσης, 10 μΙ αναδιαλυμένου ιζήματος περ¬ 
νώντας κάθε φορά τη βελόνα από φλόγα. 

ϋ) Συγκεκριμένος όγκος (50-1 ΟΟμΙ) του αιωρήματος με¬ 
τρημένος με σιφώνιο μεταφέρεται σε τροποποιημένο ε¬ 
κλεκτικό υπόστρωμα 3Μ3Α και απλώνεται με μία γυάλινη 
ράβδο σε όλη την επιφάνεια του υποστρώματος. Η ρά¬ 
βδος σύρεται γραμμωτά σε δύο ακόμη τροποποιημένα 
τρυβλία 3Μ3Α χωρίς να την περάσουμε από φλόγα. 

5.2. Αιώρημα 10 6 κυττάρων ανά γπΙ από παθογόνο στέ¬ 
λεχος Β3ΐ5ΐοπί3 5θΐ3Π3θθ3Γυπι φυλής 3, βιοποικιλίας 2 
που παίζει ρόλο θετικού μάρτυρα εξαπλούται, με την ίδια 
τεχνική, σε μία σειρά ξεχωριστώντρυβλίωντροποποιημέ- 
νων 3Μ3Α. 

5.3. Τατρυβλία επωάζονται στους 28° Ο. Μετά 3 ημέρες 
ξεκινά η ανάγνωση τωντρυβλίων. Εάν το αποτέλεσμα εί¬ 
ναι αρνητικό, αφήνονται να επωαστούν ακόμη μέχρι 6 η¬ 
μέρες. Οι παθογόνες απομονώσεις του ΒβΙδίοηίβ 
3θΐ3Π3θθ3Γυπι αναπτύσσουν γαλακτώδους χροιάς λευ¬ 
κές, επίπεδες, ακανόνιστες και ρευστώδεις αποικίες με 
διακριτά ερυθρά προς το πορφυρούν κέντρα που εμφανί¬ 
ζουν εσωτερικές ραβδώσεις ή ελικώσεις. 

5.4. Οι αποικίες με χαρακτηριστική μορφολογία καθα¬ 
ρίζονται με εκ νέου καλλιέργεια σε θρεπτικό υπόστρωμα 


γενικής χρήσεως (προσάρτημα 1). 

5.5. Οι καθαρές καλλιέργειες ταυτοποιούνται (τμήμα 
11.4.1.) και οι καλλιέργειες του ΒαΙδΙοηίβ δοΙαηβοθΒΓυιτι ε¬ 
πιβεβαιώνονται με μία δοκιμή παθογένειας (τμήμα 11.4.3). 

Ερμηνεία των αποτελεσμάτων της δοκιμής (εκλεκτικής 
απομόνωσης επί στερεού υποστρώματος) 

Η δοκιμή είναι αρνητική εάν δεν απομονωθούν αποικίες 
βακτηρίων μετά 6 ημέρες ή εάν δεν απομονωθούν χαρα¬ 
κτηριστικές αποικίες ΒβΙείοπία εοΙαηαοΘΒΓυπι υπό την 
προϋπόθεση ότι δεν υπάρχουν υπόνοιες για παρεμπόδι- 
ση από αποικίες άλλων βακτηρίων και χαρακτηριστικές α¬ 
ποικίες του ΒβΙείοπία 5θΐ3Π3θθ3Γυπι απομονώνονται από 
τους θετικούς μάρτυρες. 

Η δοκιμή είναι θετική εάν απομονωθούν χαρακτηριστι¬ 
κές αποικίες ΒβΙεΙοπίβ 5θΐ3Π3θθ3Γυπι. 

6. Βιοδοκιμή 

(βασίζεται στην εργασία του ϋαηεθ, 1988) 

6.1. Χρησιμοποιούνται 10 προς δοκιμή ευαίσθητα σπο- 
ρόφυτα τομάτας ή μελιτζάνας ευρισκόμενα στο στάδιο 
του 3ου πραγματικού φύλλου για κάθε δείγμα. Τα φυτά 
δεν ποτίζονται για 24 ώρες πριν από τη μόλυνση. 

6.2.100 μΙ του αιωρήματος του ιζήματος κατανέμονται 
μεταξύ των πειραματοφύτων. Τα στελέχη μολύνονται με¬ 
ταξύ των κοτυληδόνων και σε ένα ή περισσότερα άλλα 
σημεία. 

6.3.10 σπορόφυτα μολύνονται με την ίδια τεχνική με αι¬ 
ώρημα 10 6 κυττάρων ανά γπΙ από παθογόνο στέλεχος του 
Β3ΐεΙοηί3 5θΐ3Π3θθ3Γυηη φυλής 3, βιοποικιλίας 2 για να 
χρησιμεύσουν ως θετικός μάρτυρας και με ρυθμιστικό 
διάλυμα ιζήματος για να χρησιμεύσουν ως αρνητικός 
μάρτυρας. Τα φυτά θετικοί μάρτυρες, διαχωρίζονται από 
τα άλλα φυτά προς αποφυγή επιμολύνσεων. 

6.4. Τα σπορόφυτα αφήνονται να αναπτυχθούν για 4 ε¬ 
βδομάδες σε θερμοκρασία 22-28°0 με καθημερινό πότι¬ 
σμα και υψηλή σχετική υγρασία. Παρατηρούμε αν θα πα¬ 
ρουσιαστούν συμπτώματα μαρασμού, επιναστίας, χλώ¬ 
ρωσης ή/και νανισμού. 

6.5. Από τα προσβεβλημένα φυτά γίνεται απομόνωση 
(τμήμα II). Ταυτοποιούνται οι καθαρές καλλιέργειες με 
χαρακτηριστική μορφολογία (τμήμα 11.4.1) και οι καλλιέρ¬ 
γειες του Β3ΐεΙοηί3 5θΐ3Π3θθ3Γυπι επιβεβαιώνονται με δο¬ 
κιμή παθογένειας (τμήμα 11.4.3). 

6.6. Αν θεωρηθεί χρήσιμο, ελέγχεται η απουσία μόλυν¬ 
σης σε παρτίδες πειραματοφύτων που δεν παρουσιάζουν 
ένδειξη μόλυνσης. Από κάθε φυτό αφαιρείται τμήμα του 
στελέχους μήκους 1 οπι από σημείο ευρισκόμενο σε από¬ 
σταση 2 οπι πάνω από το σημείο μόλυνσης. Οι ιστοί ομοι- 
ογενοποιούνται σε ρυθμιστικό διάλυμα διαβροχής. Εκτε- 
λείται δοκιμή απομόνωσης με την τεχνική των αραιώσεων 
σε στερεό υπόστρωμα (τμήμα III.5.1). Εάν η δοκιμή απο- 
δειχθεί θετική, οι καθαρές καλλιέργειες με χαρακτηριστι¬ 
κή μορφολογία ταυτοποιούνται (τμήμα 11.4.1) και οι καλ¬ 
λιέργειες του Β3ΐδΙοηί3 5θΐ3π3θθ3Γυπι επιβεβαιώνονται 
με δοκιμή παθογένειας (τμήμα 11.4.3). 

Ερμηνεία των αποτελεσμάτων της βιοδοκιμής 

Η βιοδοκιμή είναι αρνητική αν τα φυτά δοκιμής δεν εί¬ 
ναι προσβεβλημένα από το ΒβΙδΙοπίβ δοΐ3Π3θΘ3Γυπι υπό 
τον όρο ότι το ΒβΙδΙοπίβ δοΐ3Π3θθ3Γυηη ανιχνεύεται στους 
θετικούς μάρτυρες. 

Η βιοδοκιμή είναι θετική αν τα φυτά δοκιμής είναι προ¬ 
σβεβλημένα από το ΒβΙεΙοηία 3θΐ3η3θθ3ΓυΓΠ. 

7. Δοκιμή εμπλουτισμού 

(βασίζεται στην εργασία των ΕΙρΜπεΙοηβ θΙ. αΙ., 1996) 
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7.1.100 μΙ του αιωρήματος του ιζήματος μεταφέρονται 
σε 3 γπΙ τροποποιημένου ζωμού 3Μ3Α (προσάρτημα 7). 

7.2. Επωάζονται για 48 ώρες, εν πάση δε περιπτώσει ό¬ 
χι περισσότερο από 72 ώρες, στους 28°Θ διατηρώντας το 
καπάκι του σωλήνα προσαρμοσμένο χαλαρά για να αερί¬ 
ζονται. 

7.3. Το καπάκι σφίγγεται και ακολουθεί ανάδευση σε 
συσκευή νοάθχ. Λαμβάνεται κατάλληλη ποσότητα για τη 
δοκιμή ΙΡ (τμήμα III.2), τη δοκιμή ΕΕΙ5Α (τμήμα III.3) ή/και 
τη δοκιμή ΡΘΠ (τμήμα III.4). 

8 . Δοκιμή παθογένειας 
Αναφέρεται στο τμήμα 11.4.3. 

Προσάρτημα 1 

Θρεπτικά υλικά για την απομόνωση και καλλιέργεια του 
ΒαΙεΙοπία 5θΐ3Π3θθ3ΐ·υΐΗ 
ΝυΙΠΘΠί Α 03 Γ (ΝΑ) 

ΝυΙπθπΙ ΑρείΓ (Θιίοο) 23 ρ 

Αποσταγμένο νερό 1 λίτρο 

Παρασκευάζονται ποσότητες ’Λ λίτρου από το θρεπτι¬ 
κό υλικό σε φιάλες 1 λίτρου. 

Διαλύονται τα συστατικά. 

Το υλικό αποστειρώνεται σε αυτόκαυστο στους 121 °Θ 
επί 15 λεπτά. 

Ακολουθεί ψύξη μέχρι τους 50°Θ και κατανέμεται σε 
τρυβλία. 

ΥΘ 35 Ϊ-ΡθρΙοπθ-ΟΙυοο 5 θ-Α 93 Γ (ΥΡΘΑ) 
Υθ 35 ί ΕχΙιήιοΙ (ϋίίοο) 5η 

ΒηοΙο ΡθρΙοπθ (Οίΐοο) 5ρ 

ϋ (+) γλυκόζη (μονοϋδρική) 10 ρ 
ΒηοΙο Α 03 Γ (ϋίίοο) 15ρ 

Αποσταγμένο νερό 1 λίτρο 

Παρασκευάζονται ποσότητες ’Λ λίτρου από το θρεπτι¬ 
κό υλικό σε φιάλες 1 λίτρου. 

Διαλύονται τα συστατικά. 

Το υλικό αποστειρώνεται σε αυτόκαυστο στους 121 °Θ 
επί 15 λεπτά. 

Ακολουθεί ψύξη μέχρι τους 50°Θ και κατανέμεται σε 
τρυβλία. 

3 υοΓθ 5 Θ Ρθρίοπθ Αρ 3 γ (3ΡΑ) 


Σακχαρόζη 20$ 

Πεπτόνη 5ρ 

Κ2ΗΡ04 0,59 

Μ93047Η20 0,259 

ΒηοΙο Α93γ (Οίΐοο) 159 

Αποσταγμένο νερό 1 λίτρο 


Παρασκευάζονται ποσότητες ’Λ λίτρου από το θρεπτι¬ 
κό υλικό σε φιάλες 1 λίτρου. 

Διαλύονται τα συστατικά και ρυθμίζεται το ρΗ σε μία τι¬ 
μή από 7,2 έως 7,4 αν είναι απαραίτητο. 

Το υλικό αποστειρώνεται σε αυτόκαυστο στους 121 °Θ 
επί 15 λεπτά. 

Ακολουθεί ψύξη μέχρι τους 50°Θ και κατανέμεται σε 
τρυβλία. 

Θρεπτικό υλικό ΚθΙπηαπ’δ 1 θΐ γης ο I ί υ ιπ 

Θ 3 δ 3 ΐτιΙηο αοϊόδ (Οίΐοο) 1 9 

ΒηοΙο ΡθρΙοπθ (Οίΐοο) 109 

Δεξτρόζη 5ρ 

ΒηοΙο Αραί" (Οίΐοο) 15ρ 

Αποσταγμένο νερό 1 λίτρο 

Παρασκευάζονται ποσότητες ’Λ λίτρου από το θρεπτι¬ 
κό υλικό σε φιάλες 1 λίτρου. 


Διαλύονται τα συστατικά. 

Το υλικό αποστειρώνεται σε αυτόκαυστο στους 121°0 
επί 15 λεπτά. 

Ακολουθεί ψύξη μέχρι τους 50°Θ. 

Προστίθεται υδατικό διάλυμα χλωριούχου τριφαινυλο- 
τετραζολίου ( 819013 ), το οποίο έχει αποστειρωθεί με διή¬ 
θηση από φίλτρο, ώστε να ληφθεί τελική συγκέντρωση 50 
ιτΐ 9 ανά λίτρο. 

Το σύνολο κατανέμεται σε τρυβλία. 

Προσάρτημα 2 

Υλικά για την προετοιμασία του δείγματος δοκιμής 

Ρυθμιστικό διάλυμα διαβροχής: Ρυθμιστι¬ 
κό διάλυμα φωσφορικών ιόντων 50γπΜ, ρΗ 7,0. 

Το εν λόγω ρυθμιστικό διάλυμα χρησιμοποιείται για τη 
διαβροχή ιστών. 

Ν3 2 ΗΡΘ 4 4,26 9 

ΚΗ 2 ΡΘ 4 2,72 9 

Αποσταγμένο νερό 1 λίτρο 

Διαλύονται τα συστατικά και ελέγχεται η τιμή του ρΗ. 
Κατανέμονται κατάλληλες ποσότητες ανάλογα με τις α¬ 
νάγκες. 

Το διάλυμα αποστειρώνεται σε αυτόκαυστο στους 
121 °Θ επί 15 λεπτά. 

Κατά τη διεξαγωγή της δοκιμής ΡΘΒ συνιστάται η προ¬ 
σθήκη διαλύματος ροΙγνίπγΙ ργιτοΝάοηθ-40.000 (Ρ\/Ρ-40) 
5% προκειμένου να περιοριστεί η παρεμπόδιση της σύν¬ 
θεσης ϋΝΑ λόγω της παρουσίας αρωματικών μορίων στο 
εκχύλισμα. 

Για τη διαβροχή των τεμαχίων των ιστών των γεωμή¬ 
λων, συνιστάται η προσθήκη αντικροκιδωτικού, αντιαφρι- 
στικού παράγοντα ή αντιοξειδωτικού με την εφαρμογή 
της διαδικασίας ομογενοποίησης \Λ/3ιίπ9 ΒΙθπ0θγ ή ΙΙΙΙγθ 
Τυιτ 3 χ. 

ΕυόΓοΙ ίΐΗΚθδ 0,5 9 ανά λίτρο 

ϋΘ δίΐίοοπθ 3ηΙίίθ3ΓΠ 1,0 πιΙ ανά λίτρο 

Πυροφωσφορικό τετρανάτριο 1,0 9 ανά λίτρο 
Το υλικό αυτό αποστειρώνεται ξεχωριστά σε αυτόκαυ¬ 
στο. Ακολουθεί προσθήκη (στο υλικό διαβροχής), έως ό- 
του ληφθεί η επιθυμητή συγκέντρωση. 

Ρυθμιστικό διάλυμα ιζήματος: Ρυθμιστικό 
διάλυμα φωσφορικών ιόντων ΙΟιπΜ, ρΗ 7,2. 

Το εν λόγω ρυθμιστικό διάλυμα χρησιμοποιείται για τον 
επανασχηματισμό αιωρήματος και την αραίωση των ιζη- 
μάτωντων κώνωντου σημείου πρόσφυσης του στολονίου 
των γεωμήλων. 

Ν3 2 ΗΡ0 4 Χ12Η 2 0 2,7 9 

Ν3Η 2 Ρ0 4 Χ2Η 2 0 0,4 9 

Αποσταγμένο νερό 1 λίτρο 

Διαλύονται τα συστατικά και ελέγχεται η τιμή του ρΗ. 
Κατανέμονται κατάλληλες ποσότητες ανάλογα με τις α¬ 
νάγκες. 

Το διάλυμα αποστειρώνεται σε αυτόκαυστο στους 
121 °Θ επί 15 λεπτά. 

Προσάρτημα 3 
Υλικά για τη δοκιμή ΙΡ 

Ρυθμιστικό διάλυμα ΙΡ: φυσιολογικός ορός με ρυθμι¬ 
στικό διάλυμα φωσφορικών ιόντων ΙΟιπΜ (ΡΒ3), ρΗ 7,2. 
Το εν λόγω ρυθμιστικό διάλυμα χρησιμοποιείται για την 
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αραίωση των αντιορών. 


Ν3 2 ΗΡ0 4 Χ12Η 2 0 

2,7 0 

Ν3Η 2 Ρ0 4 Χ2Η 2 0 

0,4 0 

ΝβΟΙ 

8,0 0 

Αποσταγμένο νερό 

1 λίτρο 


Διαλύονται τα συστατικά και ελέγχεται η τιμή του ρΗ. 
Κατανέμονται κατάλληλες ποσότητες ανάλογα με τις α¬ 
νάγκες. 

Το διάλυμα αποστειρώνεται σε αυτόκαυστο στους 
121°0 επί 15 λεπτά. 

Ρυθμιστικό διάλυμα ΙΡ - Τ\λ/θθπ 

Το εν λόγω ρυθμιστικό διάλυμα χρησιμοποιείται για το 
πλύσιμο των πλακών. Προστίθεται 0,1% Τννθθπ 20 στο 
ρυθμιστικό διάλυμα ΙΡ. 

0,1 Μ φωσφορικό ρυθμιστικό διάλυμα γλυκερίνης, ρΗ 
7,6 

Αυτό το ρυθμιστικό διάλυμα χρησιμοποιείται ως ρευ¬ 
στό προσήλωσης στα φατνία της πλάκας της ΙΡ για την ε¬ 
νίσχυση του φθορισμού. 


Ν3 2 ΗΡ0 4 Χ12Η 2 0 3,2 9 

Ν3Η 2 Ρ0 4 Χ2Η 2 0 0,15 0 

Γλυκερίνη 50 πιΙ 

Αποσταγμένο νερό 100 ιηΙ 


από τον (3) 


ά = 



Ρ 2 Κ 2 χΑ 

π 


ί 

~ΟΚ 


Μετράται ο αριθμός των τυπικών φθοριζόντων κυττά¬ 
ρων ανά πεδίο (σ). 

Υπολογίζεται ο αριθμός των τυπικών φθοριζόντων κυτ¬ 
τάρων ανά φατνίο (Ο). 


λ 


Υπολογίζεται ο αριθμός τυπικών φθοριζόντων κυττά¬ 
ρων ανά γπΙ ιζήματος (Ν) 


Προσάρτημα 4 

Προσδιορισμός του βαθμού μόλυνσης στη δοκιμή ΙΡ 
Εμβαδόν (3) του φατνίου μιας πολυφατνιακής αντικει- 
μενοφόρου: 



4 


Ν = Οχ 


1000 

Τ 


χΓ 


όπου γ=όγκος ιζήματος στο φατνίο 

Ρ=συντελεστής αραίωσηςτου ιζήματος. 


όπου ϋ=διάμετρος του φατνίου (1) 

Εμβαδόν (δ) του οπτικού πεδίου του αντικειμενικού: 

ττά 2 

5 = - 

4 


όπου ά= διάμετρος του οπτικού πεδίου. (2) 

Το ό υπολογίζεται είτε με απευθείας μέτρηση είτε με 
τους ακόλουθους τύπους: 


0 2 Κ 2 χ 4 


όπου ί = συντελεστής πεδίου (εξαρτάται από τον τύπο 
προσοφθαλμίου και κυμαίνεται μεταξύ 8 και 24), 
Κ=συντελεστής σωλήνα (1 ή 1,25), 

<3 = μεγεθυντική ισχύς του αντικειμένου (ΙΟΟχ, 40χ 
κ.λ.π.) 
από τον (2) 



Προσάρτημα 5 

Υλικά για τη δοκιμή ΕΕΙ3Α 

Ανθρακικό ρυθμιστικό διάλυμα επικάλυψης, διπλής ι¬ 
σχύος, ρΗ 9,6 

Ν3 2 00 2 6,36 0 

Ν3Η00 3 11,72 0 

Αποσταγμένο νερό 1 λίτρο 

Διαλύονται τα συστατικά και ελέγχεται η τιμή του ρΗ. 
Κατανέμονται κατάλληλες ποσότητες ανάλογα με τις α¬ 
νάγκες. 

Το διάλυμα αποστειρώνεται σε αυτόκαυστο στους 
121°Οεπί 15 λεπτά. 

Αν το εγχύλισμα περιέχει μεγάλο ποσοστό αρωματικών 
μορίων, μπορεί να προστεθεί, ωςαντιοξειδωτικό, θειώδες 
νάτριο σε τελική συγκέντρωση 0,2%. 

Φυσιολογικός ορός με ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορι¬ 
κών ιόντωνΙΟ χ (ΡΒ3), ρΗ 7,4 


ΝβΟΙ 

80 0 

κη 2 ρο 4 

29 

Ν3 2 ΗΡ0 4 Χ12Η 2 0 

29 0 

ΚΟΙ 

29 

Αποσταγμένο νερό 

1 λίτρο 

Διαλύονται τα συστατικά 

και ελέγχεται η τιμή του ρΗ. Κα- 


τανέμονται κατάλληλες ποσότητες ανάλογα με τις ανάγκες. 

Το διάλυμα αποστειρώνεται σε αυτόκαυστο στους 
121°Οεπί 15 λεπτά. 
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Φυσιολογικός ορός με ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορι¬ 
κών ιόντων - Τννθθπ (ΡΒ3-Τ) 

10χΡΒ5 100 γπΙ 

10%Τ\λ/θθπ20 5 γπΙ 

Αποσταγμένο νερό 895 ητΙ 

Ρυθμιστικό προστατευτικό διάλυμα (αντισωμάτων) 
(πρέπει να έχει παρασκευαστεί πρόσφατα) 

ΙΟχΡΒδ ΙΟτηΙ 

ΡοΙγνίηγΙργΓΓοΝάοπθ-44000 Μ\Λ/Τ (ΡΝ/Ρ-44) 2 9 

10% Τννθθπ 20 0,5 9 

Γάλα σε σκόνη 0,5 0 

Αποσταγμένο νερό έως 100 γπΙ 

Διάλυμα υποστρώματος αλκαλικής φωσφατάσης, ρΗ 
9,8 

Διαιθανολαμίνη 97 γπΙ 

Αποσταγμένο νερό 800 γπΙ 

Αναμειγνύονται και ρυθμίζεται η τιμή του ρΗ 9,8 με πυ¬ 
κνό ΗΟΙ. 

Συμπληρώνεται αποσταγμένο νερό μέχρι τελικού ό¬ 
γκου 1 λίτρου. 

Προστίθενται 0,2 9 Μ 0 θΐ 2 · 

Διαλύονται 2 δισκία υποστρώματος φωσφατάσης των 5 
ΓΠ 9 (δίριτια) ανά 15 ππΙ διαλύματος. 

Προσάρτημα 6 
Υλικά για τη δοκιμή ΡΟΒ 

Ακολουθία ολιγονουκλεοτιδίων εκκινητών: 

Εκκινητής ΟΙ_Ι -1 5-ΟΟΟΟΟΤΑΟΟΤΤΟΟΤΑΟΟΤΟΟΟ-3' 
Εκκινητής Υ-2 5-ΟΟΟΑΟΤΟΟΤΟΟΟΤΟΟΟΟΤΑΘΟΑΟΤ- 
3' 

Για τα υλικά βλέπε την εργασία των 3 θβΙ 6ΐ. 3ί. (1993). 

Προσάρτημα 7 

Υλικά για την εκλεκτική απομόνωση επί στερεού 
θρεπτικού υποστρώματος και δοκιμές εμπλουτισμού 

Εκλεκτικό θρεπτικό υλικό 3ΜδΑ (ΕπρθΙόΓΘοόΐ 1994, ό¬ 
πως τροποποιήθηκε από τον ΕΙρίιίηδίοηθ θί αΙ., 1996) 


Βασικό θρεπτικό υλικό 


Οθδθΐηίηο βοίάδ (ϋίίοο) 

19 

ΒβοΙο ρθρίοηθ (Οίίοο) 

10 9 

Γλυκερίνη 

5 γπΙ 

Άγαρ (ϋίίοο) 

159 

Αποσταγμένο νερό 

1 λίτρο 

Παρασκευάζονται ποσότητες 

Λ Α λίτρου από το θρεπτι- 


κό υλικό σε φιάλες 1 λίτρου. 

Διαλύονται τα συστατικά και ελέγχεται η τιμή του ρΗ. 
Πριν απάτην αποστείρωση σε αυτόκαυστο ρυθμίζεται το 
ρΗ στην τιμή 6,5, αν κρίνεται απαραίτητο. Το ΒαΙεΐοπία 
5θΐ3Π3063ΓυΓΠ δεν αναπτύσσεται σωστά στο θρεπτικό υ¬ 
λικό, αν το ρΗ είναι μεγαλύτερο του 7,0. Το υλικό απο¬ 
στειρώνεται σε αυτόκαυστο στους 121°0 επί 15 λεπτά. 
Ακολουθεί ψύξη μέχρι τους 50°Ο. 

Προστίθενται τα ακόλουθα συστατικά (όλα της 619013 ) 
ώστε να ληφθούν οι προδιαγεγραμμένες τελικές συγκε¬ 
ντρώσεις. 

ΟγεΙβΙ νίοΙθί 5 ΓΠ 9 ανά λίτρο 

Θειική πολυμιξίνη Β 100 τπρ ανά λίτρο (περίπου 
600.000 μονάδες) 619013 Ρ-1004 
Βακιτρακίνη (*) 25 019 ανά λίτρο (περίπου 

1250 μονάδες) δ^ΓΠθ Ρ-0125 
Χλωραμφενικόλη 5 019 ανά λίτρο δίρ- 

013 0-3175 


Πενικιλίνη - 6 0,5 οιρ ανά λίτρο (περίπου 

825 μονάδες) δίροια Ρ-3032 

Άλατα τετραζολίου 50 οιρ ανά λίτρο 

Τα συστατικά διαλύονται σε αιθανόλη 70% μέχρι να λη¬ 
φθούν οι τελικές συγκεντώσεις για τον όγκο του θρεπτι¬ 
κού υλικού που πρόκειται να παρασκευασθεί. Ορισμένα 
συστατικά, όπως η πολυμιξίνη Β και η χλωραμφενικόλη α¬ 
παιτούν ελαφρά θέρμανση και ανάδευση. 

Ζωμός 3Μ3Α (ΕΙρίιίηδίοηθ θί. 31., 1996) 

Παρασκευάζεται όπως και το 3Μ3Α εκλεκτικό υλικό, 
αλλά παραλείπεται το άγαρ. 

Κατανέμεται σε ποσότητες των 3οιΙ σε σωλήνες υηίνθΓ- 
531 μιάς χρήσης των 30 οιΙ. 

(*) Αν χρειάζεται, είναι δυνατό, αυξάνοντας τη συγκέντρωση της 
βακιτρακίνης σε 300 ρρπι, να τιεριορισθεί η ετιιμόλυνση από σαπρο- 
φυτικά βακτηρίδια χωρίς να μειωθεί η ανάκτηση του Π3ίδίοηί3 
30ΐΗΠ30θ3ΓυΠΊ. 
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ III 

1. Για κάθε πιθανολογούμενη εμφάνιση για την οποία υ¬ 
πάρχει θετικό αποτέλεσμα από την ή τις μαζικές δοκιμές 
για μεν το καταχωρημένο φυτικό υλικό με τη μέθοδο του 
παραρτήματος II, για δε όλες τις άλλες περιπτώσεις με ο¬ 
ποιαδήποτε άλλη επισήμως εγκεκριμένη μέθοδο, και για 
την οποία αναμένεται επιβεβαίωση ή διάψευση με την εν 
λόγω μέθοδο, παρακρατούνται και φυλάσσονται καταλ¬ 
λήλως: 

- στο μέτρο του δυνατού, η παρτίδα, ή μέρος της παρτί¬ 
δας (απάτην οποία έχειληφθείτο δείγμα) στην αρχική της 
συσκευασία με την ετικέτα, 

- στο μέτρο του δυνατού, κάθε εναπομένον τμήμα των 
δειγμάτων, 

- κάθε εναπομένον εκχύλισμα και υλικό που χρησιμο¬ 
ποιήθηκε για την ή τις μαζικές δοκιμές π.χ. αντικειμενο- 
φόροι ανοσοφθορισμού και 

- όλη η σχετική τεκμηρίωση, 

μέχρι την ολοκλήρωση της εν λόγω μεθόδου. 


2. Σε περίπτωση επιβεβαίωσης της παρουσίας του ορ¬ 
γανισμού, παρακρατείται και φυλάσσεται καταλλήλως: 

- το υλικό που αναφέρεται στην παράγραφο 1 και 

- ένα δείγμα του μολυσμένου υλικού τομάτας ή μελιτζά¬ 
νας το οποίο έχει εμβολιαστεί με εκχύλισμα κονδύλου ή 
φυτού, κατά περίπτωση και 

- η απομεμονωμένη καλλιέργεια του οργανισμού, 

για τουλάχιστον ένα μήνα μετά τη διαδικασία γνωστο¬ 
ποίησης βάσει του άρθρου 5 παράγραφος 2. 


ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ IV 

Τα στοιχεία των ελέγχων που αναφέρονται στο άρθρο 5 
παράγραφος 1, στοιχείο α), σημείο ί), περιλαμβάνουν κα¬ 
τά περίπτωση: 

ί) τους τόπους παραγωγής, 

- όπου καλλιεργούνται ή έχουν καλλιεργηθεί πατάτες 
που έχουν κλωνική σχέση με τις μολυσμένες από τον ορ¬ 
γανισμό πατάτες, 

- όπου καλλιεργούνται ή έχουν καλλιεργηθεί τομάτες 
που έχουν την ίδια προέλευση με τις μολυσμένες από τον 
οργανισμό τομάτες, 

- όπου καλλιεργούνται ή έχουν καλλιεργηθεί πατάτες ή 
τομάτες οι οποίες υπόκεινται σε επίσημο έλεγχο λόγω της 
πιθανολογούμενης εμφάνισης του οργανισμού, 

- όπου καλλιεργούνται ή έχουν καλλιεργηθεί πατάτες 
που έχουν κλωνική σχέση με πατάτες που καλλιεργούνται 
σε μολυσμένους από τον οργανισμό τόπους, 

- -όπου καλλιεργούνται πατάτες ή τομάτες που γειτνιά¬ 
ζουν με μολυσμένους τόπους παραγωγής, συμπεριλαμ¬ 
βανομένων εκείνων που χρησιμοποιούν τον ίδιο εξοπλι¬ 
σμό και εγκαταστάσεις παραγωγής απευθείας ή μέσω 
κοινού αναδόχου, 

- που χρησιμοποιούν επιφανειακό νερό για άρδευση ή 
ψεκασμό από πηγές για τις οποίες έχει επιβεβαιωθεί ή πι¬ 
θανολογείται ότι έχουν μολυνθεί από τον οργανισμό, 

- που χρησιμοποιούν επιφανειακό νερό για άρδευση ή 
ψεκασμό από πηγές που χρησιμοποιείται από κοινού με 
τόπους παραγωγής για τις οποίες έχει επιβεβαιωθεί ή πι¬ 
θανολογείται ότι έχουν μολυνθεί από τον οργανισμό, 

- που πλημμυρίζουν ή έχουν πλημμυρίσει με επιφανεια¬ 
κό νερό για το οποίο έχει επιβεβαιωθεί ή πιθανολογείται 
ότι έχει μολυνθεί από τον οργανισμό και 

ϋ) το επιφανειακό νερό το οποίο χρησιμοποιήθηκε για 
άρδευση ή ψεκασμό στον ή τους αγρούς ή στον ή τους τό¬ 
πους παραγωγής για τους οποίους έχει επιβεβαιωθεί ότι 
είναι μολυσμένοι από τον οργανισμό ή το οποίο πλημμύ¬ 
ρισε τους εν λόγω αγρούς ή τόπους παραγωγής. 


ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ V 

1. Τα στοιχεία του προσδιορισμού της έκτασης της πι¬ 
θανής μόλυνσης βάσει του άρθρου 5 παράγραφος 1, 
στοιχείο α, σημείο ίϋ και του άρθρου 5 παράγραφος 1, 
στοιχείο γ, σημείο ίϋ, περιλαμβάνουν, κατά περίπτωση: 

- το καταχωρημένο φυτικό υλικό που παράγεται σε τό¬ 
πο παραγωγής χαρακτηρισμένο ως μολυσμένο βάσει του 
άρθρου 5 παράγραφος 1 στοιχείο α, σημείο Ν, 

- τον ή τους τόπους παραγωγής που συνδέονται με το 
καταχωρημένο φυτικό υλικό που έχει χαρακτηρισθεί ως 
μολυσμένο βάσει του άρθρου 5 παράγραφος 1 στοιχείο 
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α, σημείο ϋ, συμπεριλαμβανομένων εκείνων που χρησιμο¬ 
ποιούνταν ίδιο εξοπλισμό και εγκαταστάσεις παραγωγής 
απευθείας ή μέσω κοινού αναδόχου, 

- το καταχωρημένο φυτικό υλικό που παράγεται στον ή 
τους τόπους παραγωγής που αναφέρονται στην προη¬ 
γούμενη περίπτωση, ή που υπήρχε στον ή στους τόπους 
παραγωγής κατά την ίδια περίοδο κατά την οποία το κα¬ 
ταχωρημένο φυτικό υλικό που χαρακτηρίστηκε ως μολυ- 
σμένο βάσει του άρθρου 5 παράγραφος 1, στοιχείο α, ση¬ 
μείο Ν, υπήρχε στους τόπους παραγωγής, που αναφέρο- 
νται στην πρώτη περίπτωση, 

- τις αποθήκες που διακινούν το καταχωρημένο φυτικό 
υλικό προέλευσης των ανωτέρω τόπων παραγωγής, 

- κάθε μηχάνημα, όχημα, περιέκτη, αποθήκη ή μονάδα 
αυτών και κάθε άλλο αντικείμενο, συμπεριλαμβανομένων 
των υλικών συσκευασίας, που ενδέχεται να έχουν έλθει 
σε επαφή με το καταχωρημένο φυτικό υλικό χαρακτηρι¬ 
σμένο ως μολυσμένο βάσειτου άρθρου 5 παράγραφος 1, 
στοιχείο α, σημείο ϋ, 

- κάθε καταχωρημένο φυτικό υλικό που έχει αποθηκευ¬ 
τεί ή ήλθε σε επαφή, με οποιαδήποτε κατασκευή ή αντι¬ 
κείμενο που απαριθμείται στην προηγούμενη περίπτωση 
πριν από τον καθορισμό και την απολύμανση αυτών των 
κατασκευών και αντικειμένων, 

- βάσει των αποτελεσμάτων των ελέγχων και των δοκι¬ 
μών που διενεργούνται σύμφωνα με το άρθρο 5 παρά¬ 
γραφος 1, στοιχείο α, σημείο ί, για τις πατάτες, τους κον¬ 
δύλους ή φυτά με αδελφική ή γονική κλωνική σχέση, και, 
για τις τομάτες, τα φυτά της ίδιας προέλευσης, με το κα¬ 
ταχωρημένο φυτικό υλικό που χαρακτηρίστηκε ως μολυ¬ 
σμένο βάσειτου άρθρου 5 παράγραφος 1, στοιχείο α, ση¬ 
μείο ϋ, και τα οποία, μολονότι ενδέχεται να έδωσαν αρνη¬ 
τικά αποτελέσματα κατά τις δοκιμές ανίχνευσης του 
οργανισμού, κρίνεται πιθανόν να είναι μολυσμένα λόγω 
κλωνικής σχέσης, 

- τον ή τους τόπους παραγωγής του καταχωρημένου 
φυτικού υλικού που αναφέρεται στην προηγούμενη περί¬ 
πτωση, 

- τον ή τους τόπους παραγωγής του καταχωρημένου 
φυτικού υλικού που χρησιμοποιούν νερό για άρδευση ή 
ψεκασμό το οποίο έχει χαρακτηρισθεί ως μολυσμένο βά¬ 
σει του άρθρου 5 παράγραφος 1, στοιχείο α, σημείο ϋ, 

- το καταχωρημένο φυτικό υλικό που έχει παραχθεί σε 
αγρούς οι οποίοι έχουν πλημμυρίσει με επιφανειακό νερό 
για το οποίο έχει επιβεβαιωθεί ότι έχει μολυνθεί από τον 
οργανισμό. 

2. Ο προσδιορισμός της πιθανής μετάδοσης που ανα- 
φέρεται στο άρθρο 5 παράγραφος 1, στοιχείο α, σημείο ίν 
και το άρθρο 5, παράγραφος 1, στοιχείο γ, σημείο ϊϋ, πε¬ 
ριλαμβάνει: 

ί) στις περιπτώσεις βάσειτου άρθρου 5 παράγραφος 1, 
στοιχείο α σημείο ίν, τα ακόλουθα στοιχεία που πρέπει να 
λαμβάνονται υπόψη: 

- τη γειτνίαση άλλων τόπων παραγωγής όπου καλλιερ¬ 
γείται το καταχωρημένο φυτικό υλικό, 

- τη συνήθη παραγωγή και χρησιμοποίηση του συγκε¬ 
κριμένου αποθέματος πατατόσπορου, 

- τους τόπους παραγωγής που χρησιμοποιούν επιφα¬ 
νειακό νερό για άρδευση ή ψεκασμό του καταχωρημένου 
φυτικού υλικού σε περιπτώσεις κατά τις οποίες υπάρχει ή 
υπήρξε κίνδυνος απορροών επιφανειακού νερού από 
καλλιεργήσιμα εδάφη που έχουν χαρακτηρισθεί ως μο¬ 
λυσμένα βάσειτου άρθρου 5 παράγραφος 1, στοιχείο α), 


σημείο ϋ), ή πλημμύρας των εδαφών αυτών από επιφανει¬ 
ακό νερό. 

ϋ) στις περιπτώσεις κατά τις οποίες το επιφανειακό νε¬ 
ρό χαρακτηρίστηκε ως μολυσμένο βάσει του άρθρου 5 
παράγραφος 1, στοιχείο γ, σημείο ϋ: 

- τον ή τους τόπους παραγωγής του καταχωρημένου 
φυτικού υλικού που γειτνιάζουν ή που υπάρχει κίνδυνος 
να πλημμυρίσουν με επιφανειακό νερό χαρακτηρισμένο 
ως μολυσμένο, 

- οποιαδήποτε μη συρρέουσα αρδευτική λεκάνη που 
συνδέεται με το επιφανειακό νερό που έχει χαρακτηρι- 
σθεί ως μολυσμένο. 

3. Οιλεπτομέρειεςτηςγνωστοποίησηςπου αναφέρεται 
στο άρθρο 5 παράγραφος 2, πρώτο εδάφιο, περιλαμβά¬ 
νουν: 

- την ημερομηνία γνωστοποίησης της πιθανολογούμε¬ 
νης εμφάνισης βάσει του άρθρου 4 και τις ημερομηνίες 
των δειγματοληψιών και της επιβεβαίωσης της παρου¬ 
σίας του οργανισμού βάσειτου άρθρου 5, κατά περίπτω¬ 
ση, 

- περιγραφή των στοιχείων της προσδιορισθείσας μό¬ 
λυνσης και της οριοθέτησης της ζώνης. 

4. Οι λεπτομέρειες της πρόσθετης γνωστοποίησης που 
αναφέρεται στο άρθρο 5 παράγραφος 2, δεύτερο εδά¬ 
φιο, περιλαμβάνουν: 

- για κάθε αποστολή ή παρτίδα πατάτας που έχει χαρα- 
κτηρισθεί ως μολυσμένη, κατά περίπτωση, τα πιστοποιη¬ 
τικά που ορίζονται στα άρθρα 7 και 8 του Π.Δ. 332/1995 
(178Α), τον αριθμό διαβατηρίου ή τον αριθμό μητρώου 
του πατατοπαραγωγού, της συνεταιριστικής αποθήκης 
και του κέντρου αποστολής, 

- για κάθε αποστολή ή παρτίδα τομάτας που έχει χαρα- 
κτηρισθεί ως μολυσμένη, τα πιστοποιητικά που ορίζονται 
στα άρθρα 7 ή 8 του Π.Δ. 332/1995 (178Α) και τον αριθμό 
διαβατηρίου, σύμφωνα μετον κατάλογοτου παραρτήμα¬ 
τος V, μέρος Α, τμήμα I σημείο 2.2 του Π.Δ. 332/1995 
(178Α). 

- την ονομασία και την κατηγορία της ποικιλίας για τα α¬ 
ποθέματα πατατόσπορου και, όπου είναι δυνατό, για όλες 
τις άλλες περιπτώσεις, 

- οποιαδήποτε άλλη πληροφορία για το επιβεβαιωθέν 
κρούσμα την οποία απαιτεί η επιτροπή. 


ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ VI 

1. Όσον αφορά το άρθρο 6 παράγραφος 1, οι διατάξεις 
είναι οι εξής: 

- καύση ή 

- χρήση ως ζωοτροφή μετά από θερμική επεξεργασία 
ώστε να μην υπάρχει κίνδυνος επιβίωσης του οργανισμού 

ή 

- με εις βάθος ταφή σε τοποθεσία διάθεσης στην οποία 
δεν υπάρχει κίνδυνος διήθησης σε γεωργικά εδάφη ή ε¬ 
παφής με πηγές νερού που μπορούν να χρησιμοποιού¬ 
νται για άρδευση γεωργικών εδαφών ή 

- βιομηχανική μεταποίηση μέσω απευθείας και άμεση 
παράδοση σε μεταποιητική μονάδα με επισήμως εγκεκρι¬ 
μένες εγκαταστάσεις διάθεσης αποβλήτων οι οποίες α- 
νταποκρίνονται στις διατάξεις του παραρτήματος VII της 
παρούσης οδηγίας ή 

- άλλα μέτρα, με την προϋπόθεση ότι έχει διαπιστωθεί 
ότι δεν υπάρχει εμφανής κίνδυνος μετάδοσης του οργα- 
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νισμού? τα μέτρα αυτά πρέπει να γνωστοποιούνται αμέ¬ 
σως στην επιτροπή, και τα άλλα κράτη μέλη. 

2. Η κατάλληλη χρήση ή διάθεση του καταχωρημένου 
φυτικού υλικού που αναφέρεται στο άρθρο 6 παράγρα¬ 
φος 2, υπό τον έλεγχο της αρμόδιας αρχής, με την κα¬ 
τάλληλη συνεργασία μεταξύ των αρμόδιων επίσημων φο¬ 
ρέων ώστε να εξασφαλίζεται πάντοτε ο έλεγχος αυτός και 
με την έγκρισή της όσον αφορά τις εγκαταστάσεις διάθε¬ 
σης αποβλήτων όπου συσκευάζονται ή μεταποιούνται πα¬ 
τάτες είναι η ακόλουθη: 

ί) για τους κονδύλους πατάτας, 

- χρήση ως πατάτες εμπορίου για κατανάλωση και συ¬ 
σκευασμένες σε χώρους με κατάλληλες εγκαταστάσεις 
διάθεσης αποβλήτων, έτοιμες για άμεση παράδοση και 
χρήση χωρίς νέα συσκευασία, και που προορίζονται για 
τέτοιου είδους άμεση παράδοση και χρήση ή 

- χρήση ως πατάτες εμπορίου για βιομηχανική μεταποί¬ 
ηση, που προορίζονται για απευθείας και άμεση παράδο¬ 
ση σε μεταποιητική μονάδα με κατάλληλες εγκαταστά¬ 
σεις διάθεσης αποβλήτων ή 

- άλλη χρήση ή διάθεση, με την προϋπόθεση ότι έχει δια¬ 
πιστωθεί ότι δεν υπάρχει εμφανής κίνδυνος μετάδοσης 
του οργανισμού, και εφόσον έχει χορηγηθεί έγκριση. Τα 
μέτρα αυτά γνωστοποιούνται αμέσως στην επιτροπή, και 
τα λοιπά κράτη μέλη, 

ϋ) για άλλα μέρη των φυτών, συμπεριλαμβανομένων 
των υπολειμμάτων βλαστών και φυλλώματος, 

- καταστροφή ή 

- άλλη χρήση ή διάθεση, με την προϋπόθεση ότι έχει δια¬ 
πιστωθεί ότι δεν υπάρχει εμφανής κίνδυνος μετάδοσης 
του οργανισμού? τα μέτρα αυτά πρέπει να γνωστοποιού¬ 
νται στην επιτροπή και τα άλλα κράτη μέλη. 

3. Οι κατάλληλες μέθοδοι απολύμανσης των αντικειμέ¬ 
νων που αναφέρονται στο άρθρο 6 παράγραφος 3 πρέπει 
να είναι ο καθορισμός και, κατά περίπτωση, η απολύμαν¬ 
ση, έτσι ώστε να μην υπάρχει εμφανής κίνδυνος μετάδο¬ 
σης του οργανισμού και πρέπει να εφαρμόζονται υπό την 
εποπτεία της αρμόδιας αρχής. 

4. Η σειρά μέτρων που εφαρμόζονται στην ή τις ζώνες 
που οριοθετούνται βάσει του άρθρου 5 παράγραφος 1, 
στοιχείο α, σημείο ίν και στοιχείο γ, σημείο ίϋ, και αναφέ- 
ρονται στο άρθρο 6 παράγραφος 4, περιλαμβάνει: 

4.1. Σε τόπους παραγωγής που χαρακτηρίζονται ως μο- 
λυσμένοι βάσει του άρθρου 5 παράγραφος 1, στοιχείο α, 
σημείο ϋ: 

α) σε αγρό ή μονάδα με προστατευμένες καλλιέργειες 
που χαρακτηρίζονται ως μολυσμένες βάσει του άρθρου 5 
παράγραφος 1, στοιχείο α, σημείο ϋ, είτε 

ί) κατά τη διάρκεια τουλάχιστον τεσσάρων καλλιεργητι¬ 
κών ετών μετά το έτος της προσδιορισθείσας μόλυνσης, 

- λαμβάνονται μέτρα για την εξάλειψη των αυτοφυών 
φυτών πατάτας και τομάτας και άλλων ξενιστών του ορ¬ 
γανισμού συμπεριλαμβανομένων των ζιζανίων της οικο¬ 
γένειας των σολανωδών και 

- δεν φυτεύονται: 

- κόνδυλοι ή φυτά πατάτας, 

- φυτά και σπόροι τομάτας, 

- ανάλογα με τη βιολογία του οργανισμού, 

- άλλοι ξενιστές, 

- φυτά του είδους ΒΓαεείοα, στα οποία υπάρχει εμφανής 
κίνδυνος επιβίωσης του οργανισμού, 

- καλλιέργειες στις οποίες υπάρχει εμφανής κίνδυνος ε- 
ξάπλωσηςτου οργανισμού, 


- κατά την πρώτη καλλιεργητική περίοδο πατάτας ή το¬ 
μάτας μετά την περίοδο που καθορίζεται στην προηγού¬ 
μενη περίπτωση, και υπό την προϋπόθεση ότι ο αγρός εί¬ 
ναι απαλλαγμένος από αυτοφυή φυτά τομάτας και πατά¬ 
τας και άλλα φυτά ξενιστές συμπεριλαμβανομένων των 
ζιζανίων της οικογένειας των σολανωδών, πρέπει για δύο 
τουλάχιστον συναπτά καλλιεργητικά έτη πριν τη φύτευ¬ 
ση, 

- στην περίπτωση της πατάτας, να φυτεύεται επισήμως 
πιστοποιημένος πατατόσπορος μόνο για παραγωγή πα¬ 
τάτας εμπορίου και, 

- να διεξάγεται επίσημη έρευνα συμπεριλαμβανομένων 
των δοκιμών, όπως προβλέπεται στο άρθρο 2 παράγρα¬ 
φος 1, 

- κατά την καλλιεργητική περίοδο πατάτας ή τομάτας 
μετά την περίοδο που καθορίζεται στην προηγούμενη πε¬ 
ρίπτωση και σύμφωνα με ένα κατάλληλο σύστημα αμειψι¬ 
σποράς, φυτεύεται, στην περίπτωση της πατάτας, επισή- 
μως πιστοποιημένος πατατόσπορος για παραγωγή είτε 
πατατόσπορου είτε πατάτας εμπορίου και, στην περίπτω¬ 
ση της πατάτας και τομάτας, πραγματοποιείται επίσημος 
έλεγχος όπως καθορίζεται στο άρθρο 2 παράγραφος 1 ή 

ϋ) κατά τα πέντε καλλιεργητικά έτη μετά την περίοδο 
της προσδιορισθείσας μόλυνσης, 

- λαμβάνονται μέτρα για την εξάλειψη των αυτοφυών 
φυτών πατάτας και τομάτας και άλλων ξενιστών του ορ¬ 
γανισμού, συμπεριλαμβανομένων των ζιζανίων της οικο¬ 
γένειας των σολανωδών και 

- ο αγρός διατηρείται, κατά τα πρώτα τρία έτη, είτε χέρ¬ 
σος είτε με σιτηρά ανάλογα με τον προσδιορισθέντα κίν¬ 
δυνο, είτε ως μόνιμος βοσκότοπος στον οποίο η βλάστη¬ 
ση κόβεται συχνά και χαμηλά ή ο οποίος χρησιμοποιείται 
για εντατική βόσκηση ή ως χορτονομή για παραγωγή 
σπόρων? η φύτευση κατά τα ακόλουθα δύο έτη πραγμα¬ 
τοποιείται με φυτά που δεν είναι ξενιστές του οργανισμού 
για τα οποία δεν υπάρχει εμφανής κίνδυνος επιβίωσης ή 
διάδοσης του οργανισμού, 

- κατά την πρώτη καλλιεργητική περίοδο πατάτας ή το¬ 
μάτας μετά την περίοδο που καθορίζεται στην προηγού¬ 
μενη περίπτωση, 

- στην περίπτωση της πατάτας, φυτεύεται επισήμως πι¬ 
στοποιημένος πατατόσπορος για παραγωγή είτε πατατό¬ 
σπορου είτε πατάτας εμπορίου, 

και διεξάγεται επίσημη μελέτη, συμπεριλαμβανομένων 
δοκιμών, όπως καθορίζεται στο άρθρο 2 παράγραφος 1. 

β) σε άλλους αγρούς: 

- κατά το καλλιεργητικό έτος μετά την προσδιορισθείσα 
μόλυνση: 

- είτε δεν φυτεύονται κόνδυλοι ή φυτά πατάτας, ή άλλα 
φυτά ξενιστές του οργανισμού, και λαμβάνονται μέτρα 
για την εξάλειψη των αυτοφυών φυτών πατάτας και τομά¬ 
τας και άλλων ξενιστών, συμπεριλαμβανομένων των ζιζα¬ 
νίων της οικογένειας των σολανωδών ή 

- στην περίπτωση των κονδύλων πατάτας, φυτεύεται ε- 
πισήμως πιστοποιημένος πατατόσπορος για παραγωγή 
πατάτας εμπορίου μόνο, υπό την προϋπόθεση ότι η αρ¬ 
μόδια αρχή κρίνει ότι έχει εξαλειφθεί ο κίνδυνος μετάδο¬ 
σης του οργανισμού από αυτοφυή φυτά πατάτας και το¬ 
μάτας ή άλλους ξενιστές του οργανισμού, συμπεριλαμ¬ 
βανομένων των ζιζανίωντης οικογένειας των σολανωδών. 
Τα καλλιεργούμενα φυτά επιθεωρούνται την κατάλληλη 
στιγμή, τα δε τυχόν αυτοφυή φυτά πατάτας υποβάλλο- 
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νται σε δοκιμή για την ανίχνευση του οργανισμού? επι¬ 
πλέον, για τις πατάτες πρέπει να ελέγχονται οι συγκομι- 
ζόμενοι κόνδυλοι, 

- κατά το πρώτο καλλιεργητικό έτος μετά το καθοριζό¬ 
μενο στην προηγούμενη περίπτωση, 

- στην περίπτωση της πατάτας, φυτεύεται μόνον επισή- 
μως πιστοποιημένος πατατόσπορος για παραγωγή είτε 
πατατόσπορου είτε πατάτας εμπορίου, 

- τουλάχιστον για το δεύτερο καλλιεργητικό έτος μετά 
το καθοριζόμενο στην πρώτη περίπτωση, 

- στην περίπτωση της πατάτας, φυτεύεται μόνον επισή- 
μως πιστοποιημένος πατατόσπορος ή πατατόσπορος 
που έχει παραχθεί υπό επίσημο έλεγχο με επισήμως πι¬ 
στοποιημένο πατατόσπορο για παραγωγή είτε πατατό¬ 
σπορου είτε πατάτας εμπορίου, 

- για κάθε καλλιεργητικό έτος που αναφέρεται στις 
προηγούμενες περιπτώσεις, λαμβάνονται μέτρα για την 
εξάλειψη των αυτοφυών φυτών πατάτας και τομάτας και 
άλλων ξενιστών του οργανισμού, συμπεριλαμβανομένων 
των ζιζανίων της οικογένειας των σολανωδών, και πραγ¬ 
ματοποιείται επίσημη μελέτη όπως καθορίζεται στο άρ¬ 
θρο 2 παράγραφος 1, και διεξάγεται έλεγχος των κονδύ¬ 
λων στις περιπτώσεις κατά τις οποίες ο πατατόσπορος 
φυτεύεται για την παραγωγή πατατόσπορου· 

γ) αμέσως μετά το χαρακτηρισμό μολυσμένων αντικει¬ 
μένων σύμφωνα με το άρθρο 5 παράγραφος 1, στοιχείο 
α), σημείο Π, και για κάθε επόμενο καλλιεργητικό έτος, μέ¬ 
χρι και την πρώτη επιτρεπόμενη καλλιεργητική περίοδο 
πατάτας ή τομάτας στον ή τους αγρούς που έχουν χαρα- 
κτηρισθεί μολυσμένοι, όπως περιγράφεται στο στοιχείο 
α): 

- καθαρίζονται και, κατά περίπτωση, απολυμαίνονται 
κατάλληλα όλα τα μηχανήματα και οι αποθηκευτικοί χώ¬ 
ροι του τόπου παραγωγής που έχουν σχέση με την παρα¬ 
γωγή πατάτας και τομάτας, με τις κατάλληλες μεθόδους, 
όπως ορίζεται στο σημείο 3, 

- εφαρμόζονται κατάλληλοι επίσημοι έλεγχοι των προ¬ 
γραμμάτων άρδευσης και ψεκασμού, συμπεριλαμβανο- 
μένηςτης απαγόρευσης αυτών, προκειμένου να αποφευ¬ 
χθεί η διάδοση του οργανισμού- 

δ) στις μονάδες προστατευόμενης παραγωγής που έ¬ 
χουν χαρακτηρισθεί ως μολυσμένες, βάσει του άρθρου 5 
παράγραφος 1, στοιχείο α, σημείο Ν, όπου είναι δυνατή η 
πλήρης αντικατάσταση του υποστρώματος βλάστησης, 

- δεν φυτεύονται κόνδυλοι ή φυτά, ή ξενιστές του οργα¬ 
νισμού, συμπεριλαμβανομένων των φυτών και σπόρων 
τομάτας, παρά μόνο εάν στη μονάδα παραγωγής εφαρ¬ 
μόζονται επισήμως εποπτευόμενα μέτρα για την εξάλει¬ 
ψη του οργανισμού και την απομάκρυνση όλων των ξενι¬ 
στών, συμπεριλαμβανομένων, τουλάχιστον, της πλήρους 
αντικατάστασης του υποστρώματος βλάστησης και του 
καθορισμού και, κατά περίπτωση, της απολύμανσης της 
μονάδας παραγωγής και όλου του εξοπλισμού, και, στη 
συνέχεια έχει χορηγηθεί άδεια για παραγωγή πατάτας ή 
τομάτας από τους αρμόδιους επίσημους φορείς και 

- η παραγωγή πατάτας γίνεται από επισήμως πιστοποι¬ 
ημένο πατατόσπορο ή από μικροκονδύλους ή μικροφυτά 
που προέρχονται από ελεγμένες πηγές, 

- εφαρμόζονται κατάλληλοι επίσημοι έλεγχοι των προ¬ 
γραμμάτων άρδευσης και ψεκασμού, συμπεριλαμβανο- 
μένηςτης απαγόρευσης αυτών, προκειμένου να αποφευ¬ 
χθεί η διάδοση του οργανισμού. 


4.2. Εντός της οριοθετημένης ζώνης, με την επιφύλαξη 
των μέτρων που περιγράφονται στο σημείο 4.1., η αρμό¬ 
δια αρχή: 

α) αμέσως, και για τρία τουλάχιστον καλλιεργητικά έτη 
μετά την προσδιορισθείσα μόλυνση: 

αα) στις περιπτώσεις κατά τις οποίες η οριοθετημένη 
ζώνη έχει χαρακτηρισθεί βάσει του άρθρου 5 παράγρα¬ 
φος 1, στοιχείο α, σημείο ίν, 

- εξασφαλίζει, την εποπτεία των χώρων όπου καλλιερ¬ 
γούνται, αποθηκεύονται ή διακινούνται κόνδυλοι πατάτας 
ή τομάτες, καθώς και των χώρων στους οποίους λειτουρ¬ 
γούν, βάσει σύμβασης, μηχανήματα για την παραγωγή 
πατάτας ή τομάτας, 

- απαιτεί, κατά περίπτωση, καθαρισμό και απολύμανση 
των μηχανημάτων και των αποθηκώντωνχώρων αυτών με 
τις κατάλληλες μεθόδους, όπως ορίζεται στο σημείο 3, 

- απαιτεί τη φύτευση αποκλειστικά πιστοποιημένου 
σπόρου ή σπόρου που έχει παραχθεί υπό επίσημο έλεγχο 
για όλες τις καλλιέργειες πατάτας της ζώνης αυτής, και 
δοκιμή, μετά τη συγκομιδή, του πατατόσπορου που πα- 
ράγεται σε τόπους παραγωγής που έχουν χαρακτηριστεί 
ως πιθανώς μολυσμένοι, σύμφωνα με το άρθρο 5 παρά¬ 
γραφος 1, στοιχείο α, σημείο ίϋ, 

- απαιτεί τη χωριστή διακίνηση των αποθεμάτων συγκο- 
μισθέντος πατατόσπορου και πατάτας εμπορίου για όλες 
τις εγκαταστάσεις της ζώνης, 

- διενεργεί επίσημη μελέτη, όπως περιγράφεται στο άρ¬ 
θρο 2 παράγραφος 1, 

αβ) στις περιπτώσεις κατά τις οποίες το επιφανειακό νε¬ 
ρό έχει χαρακτηρισθεί ως μολυσμένο βάσει του άρθρου 5 
παράγραφος 1, στοιχείο γ, σημείο Ν, ή περιλαμβάνεται 
στα στοιχεία για πιθανή διάδοση του οργανισμού, σύμ¬ 
φωνα με το παράρτημα V, σημείο 2, 

- διενεργεί ετήσια μελέτη την κατάλληλη στιγμή, συ- 
μπεριλαμβανομένης της δειγματοληψίας του επιφανεια¬ 
κού νερού και των κατάλληλων ξενιστών της οικογένειας 
των σολανωδών στις σχετικές πηγές επιφανειακού νερού 
και διεξάγει δοκιμές 

- για το καταχωρημένο φυτικό υλικό, με τη σχετική μέ¬ 
θοδο του παραρτήματος II ή 

- στις λοιπές περιπτώσεις, με άλλη επίσημα εγκεκριμέ¬ 
νη μέθοδο, 

- εφαρμόζει επίσημους ελέγχους των προγραμμάτων 
άρδευσης και ψεκασμού, συμπεριλαμβανομένηςτης απα¬ 
γόρευσης χρήσης του νερού που έχει χαρακτηρισθεί ως 
μολυσμένο για την άρδευση και το ψεκασμό του καταχω- 
ρημένου φυτικού υλικού, και, κατά περίπτωση, άλλων ξε¬ 
νιστών προκειμένου να αποφευχθεί η διάδοση του οργα¬ 
νισμού. Η απαγόρευση αυτή επανεξετάζεται βάσει των α¬ 
ποτελεσμάτων της προαναφερόμενης ετήσιας έρευνας, 

- στις περιπτώσεις κατά τις οποίες οι απορρίψεις υγρών 
αποβλήτων είναι μολυσμένες, εφαρμόζει επίσημους ε¬ 
λέγχους για τη διάθεση των αποβλήτων από χώρους βιο¬ 
μηχανικής μεταποίησης ή συσκευασίαςτου καταχωρημέ- 
νου φυσικού υλικού. 

β) καταρτίζει, κατά περίπτωση, προγράμματα αντικατά¬ 
στασης όλων των αποθεμάτων πατατοσπόρου σε εύθετο 
χρονικό διάστημα. 


ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ VII 

Οι επισήμως εγκεκριμένες εγκαταστάσεις διάθεσης α- 
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ποβλήτων που αναφέρονται στο παράρτημα VI, παρά¬ 
γραφος 1, τέταρτο εδάφιο, συμμορφώνονται με τις ακό¬ 
λουθες διατάξεις προκειμένου να αποφευχθεί ο κίνδυνος 
διάδοσης του οργανισμού: 

ί) απόβλητα από την επεξεργασία πατάτας και τομάτας 
(συμπεριλαμβανόμενωντων απορρίψεων πατατών, φλοι¬ 
ού πατάτας καιτοματών) και οποιοδήποτε άλλο στερεό α¬ 
πόβλητο που προέρχεται από πατάτες και τομάτες πρέ¬ 
πει να απομακρύνεται, είτε 

- με εις βάθος ταφή σε τοποθεσία διάθεσης, στην οποία 
δεν υπάρχει κίνδυνος διήθησης σε γεωργικά εδάφη ή ε¬ 
παφής με πηγές νερού που μπορούν να χρησιμοποιού¬ 
νται για άρδευση γεωργικών εδαφών. Τα απόβλητα μετα- 
φέρονται απευθείας στην τοποθεσία υπό συνθήκες πε¬ 
ριορισμού, ώστε να μην υπάρχει κίνδυνος απώλειας των 
αποβλήτων ή 

- με καύση, 

ϋ) υγρά απόβλητα επεξεργασίας: πριν από τη διάθεσή 
τους, τα υγρά απόβλητα που περιλαμβάνουν αιωρούμενα 
στερεά στοιχεία υποβάλλονται σε διαδικασίες διήθησης 
ή καθίζησης για την απομάκρυνση αυτών των στερεών 
στοιχείων. Η διάθεση των στερεών αυτών στοιχείων γίνε¬ 
ται με τους τρόπους που προβλέπονται στο σημείο ί. 

Τα υγρά απόβλητα πρέπει είτε: 


- να θερμαίνονται τουλάχιστον σε 7000 επί τουλάχιστον 
30 λεπτά πριν από τη διάθεσή τους ή 

- να διατίθενται με άλλο τρόπο που έχει εγκριθεί επισή- 
μως και υπό επίσημο έλεγχο, ώστε να μην υπάρχει κίνδυ¬ 
νος επαφής των αποβλήτων με γεωργικά εδάφη ή πηγές 
νερού που θα μπορούσαν να χρησιμοποιηθούν για άρ¬ 
δευση γεωργικών εδαφών. Οι λεπτομέρειες αυτές πρέ¬ 
πει να κοινοποιούνται στα άλλα κράτη μέλη και την Επι¬ 
τροπή. 

Άρθρο 12 

(Άρθρο 12 Οδηγίας 98/57/ΕΚ) 

Το παρόν διάταγμα ισχύει από τις 21 Αυγούστου 1999. 

Στον Υφυπουργό Γεωργίας αναθέτουμε τη δημοσίευση 
και εκτέλεση του παρόντος διατάγματος. 

Αθήνα, 22 Σεπτεμβρίου 2000 
Ο ΠΡΟΕΔΡΟΣ ΤΗΣ ΔΗΜΟΚΡΑΤΙΑΣ 

ΚΩΝΣΤΑΝΤΙΝΟΣ ΣΤΕΦΑΝΟΠΟΥΛΟΣ 

ΟΙ ΥΠΟΥΡΓΟΙ 

ΕΘΝΙΚΗΣ ΟΙΚΟΝΟΜΙΑΣ ΚΑΙ 

ΟΙΚΟΝΟΜΙΚΩΝ ΥΦΥΠΟΥΡΓΟΣ ΓΕΩΡΓΙΑΣ 

Γ. ΠΑΠΑΝΤΩΝΙΟΥ Ε. ΑΡΓΥΡΗΣ 
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ΕΘΝΙΚΟ ΤΥΠΟΓΡΑΦΕΙΟ 

ΕΦΗΜΕΡΙΔΑ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ 


ΚΑΠΟΔΙΣΤΡΙΟΥ 34 * ΑΘΗΝΑ 104 32 * ΤΕΙΕΧ 22321 1 ΥΡΕΤ ΘΡ * ΡΑΧ 52 34 312 

ΗΛΕΚΤΡΟΝΙΚΗ ΔΙΕΥΘΥΝΣΗ: ήΙΙρ: νννννν.βΐ.9 γ 

Θ-ΓΏ3Π: \Λ/θβΓΠ33ΐθΓ @ Θ1.0Γ 


ΥΠΗΡΕΣΙΕΣ ΕΞΥΠΗΡΕΤΗΣΗΣ ΠΟΛΙΤΩΝ 


ΚΕΝΤΡΙΚΗ ΥΠΗΡΕΣΙΑ 

Σολωμού 51 

Πληροφορίες δημοσιευμάτων Α.Ε. - Ε.Π.Ε. 5225 761 - 5230 

Πληροφορίες δημοσιευμάτων λοιπών Φ.Ε.Κ. 5225 713 - 5249 

Πώληση Φ.Ε.Κ. 5239 

Φωτοαντίγραφα παλαιών Φ.Ε.Κ. 5248 

Βιβλιοθήκη παλαιών Φ.Ε.Κ. 5248 

Οδηγίες για δημοσιεύματα Α.Ε. - Ε.Π.Ε. 5248 

Εγγραφή Συνδρομητών Φ.Ε.Κ. και 

αποστολή Φ.Ε.Κ. 5248 


ΠΕΡΙΦΕΡΕΙΑΚΑ ΓΡΑΦΕΙΑ 

ΠΩΛΗΣΗΣ Φ.Ε.Κ. 


841 

ΘΕΣΣΑΛΟΝΙΚΗ - Βασ. Όλγας 227 - Τ.Κ. 54100 


547 

ΠΕΙΡΑΙΑΣ - Νικήτα 6-8 Τ.Κ. 185 31 


762 

141 

ΠΑΤΡΑ - Κορίνθου 327 - Τ.Κ. 262 23 


188 

ΙΩΑΝΝΙΝΑ - Διοικητήριο Τ.Κ. 450 44 


785 

ΚΟΜΟΤΗΝΗ - Δημοκρατίας 1 Τ.Κ. 691 00 
ΛΑΡΙΣΑ -Διοικητήριο Τ.Κ. 411 10 


320 

ΚΕΡΚΥΡΑ -Σαμαρά 13 Τ.Κ. 491 00 

ΗΡΑΚΛΕΙΟ - Πλ. Ελευθερίας 1, Τ.Κ. 711 10 
ΛΕΣΒΟΣ - Πλ. Κωνσταντινουπόλεως 

(0661) 


Τ.Κ. 811 00 Μυτιλήνη 

(0251) 


(031)423 956 
4135 228 
(061) 6381 100 

(0651) 87215 
(0531) 22 858 
(041) 597449 
89 127/89 120 
(081) 396 223 

46 888/47 533 


ΤΙΜΗ ΠΩΛΗΣΗΣ ΦΥΛΛΩΝ ΕΦΗΜΕΡΙΔΟΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ 

• Για τα ΦΕΚ από 1 μέχρι 8 σελίδες 200 δρχ. 

• Για τα ΦΕΚ από 8 σελίδες και πάνω η τιμή πώλησης κάθε φύλλου (δσέλιδου ή μέρους αυτού) προσαυξάνεται κατά 100 δρχ. α- 
νά δσέλιδο ή μέρος αυτού. 

• ΓιαταΦΕΚτου Τεύχους Προκηρύξεων Α.Σ.Ε.Π. ανεξαρτήτως αριθμού σελίδων δρχ. 100. (Σε περίπτωση Πανελλήνιου Διαγω¬ 
νισμού η τιμή θα προσαυξάνεται κατά δρχ. 100 ανά δσέλιδο ή μέρος αυτού). 


ΕΤΗΣΙΕΣ ΣΥΝΔΡΟΜΕΣ Φ.Ε.Κ. 

Τεύχος 

Κ.Α.Ε. Προύπολογισμού 

Κ.Α.Ε. εσόδου υπέρ 


2531 


ΤΑΠΕΤ3512 

Α' (Νόμοι, Π.Δ., Συμβάσεις κ.λπ.) 

60.000 δρχ. 

3.000 

δρχ· 

Β' (Υπουργικές αποφάσεις κ.λπ.) 

70.000 

» 

3.500 

» 

Γ' (Διορισμοί, απολύσεις κ.λπ. Δημ. Υπαλλήλων) 

15.000 

» 

750 

» 

Δ' (Απαλλοτριώσεις, πολεοδομία κ.λπ.) 

70.000 

» 

3.500 

» 

Αναπτυξιακών Πράξεων (Τ.Α.Π.Σ.) 

30.000 

» 

1.500 

» 

Ν.Π.Δ.Δ. (Διορισμοί κ.λπ. προσωπικού Ν.Π.Δ.Δ.) 

15.000 

» 

750 

» 

Παράρτημα (Προκηρύξεις θέσεων ΔΕΠ κ.τλ.) 

5.000 

» 

250 

» 

Δελτίο Βιομηχανικής Ιδιοκτησίας (Δ.Ε.Β.Ι.) 

10.000 

» 

500 

» 

Ανωτάτου Ειδικού Δικαστηρίου (Α.Ε.Δ.) 

3.000 

» 

150 

» 

Προκηρύξεων Α.Σ.Ε.Π. 

10.000 

» 

500 

» 

Ανωνύμων Εταιρειών & Ε.Π.Ε. 

300.000 

» 

15.000 

» 

Διακηρύξεων Δημοσίων Συμβάσεων (Δ.Δ.Σ.) 

50.000 

» 

2.500 

» 

ΓΙΑ ΟΛΑ ΤΑ ΤΕΥΧΗ ΕΚΤΟΣ Α.Ε. 8< Ε.Π.Ε. 

300.000 

» 

15.000 

» 


* Οι συνδρομές του εσωτερικού προπληρώνονται στα Δημόσια Ταμεία που δίνουν αποδεικτικό είσπραξης (διπλότυπο) το οποίο 
με τη φροντίδα του ενδιαφερομένου πρέπει να στέλνεται στην Υπηρεσία του Εθνικού Τυπογραφείου. 

* Οι συνδρομές του εξωτερικού επιβαρύνονται με το διπλάσιο των ανωτέρω τιμών. 

* Η πληρωμή του υπέρ ΤΑΠΕΤ ποσοστού που αντιστοιχεί σε συνδρομές, εισπράττεται από τα Δημόσια Ταμεία. 

* Οι συνδρομητές του εξωτερικού μπορούν να στέλνουν το ποσό του ΤΑΠ ΕΤ μαζί με το ποσό της συνδρομής. 

* Οι Νομαρχιακές Αυτοδιοικήσεις, οι Δήμοι, οι Κοινότητες ως και οι επιχειρήσεις αυτών πληρώνουντο μισό χρηματικό ποσό της 
συνδρομής και ολόκληρο το ποσό υπέρ του ΤΑΠΕΤ. 

* Η συνδρομή ισχύει για ένα χρόνο, που αρχίζει την 1η Ιανουάριου και λήγει την 31 η Δεκεμβρίου του ίδιου χρόνου. 

Δεν εγγράφονται συνδρομητές για μικρότερο χρονικό διάστημα. 

* Η εγγραφή ή ανανέωση της συνδρομής πραγματοποιείται το αργότερο μέχρι τον Μάρτιο κάθε έτους. 

* Αντίγραφα διπλοτύπων, ταχυδρομικές επιταγές και χρηματικά γραμμάτια δεν γίνονται δεκτά. 

Οι υπηρεσίες εξυπηρέτησης των πολιτών λειτουργούν καθημερινά από 08.00 έως 13.00' 


ΑΠΟ ΤΟ ΕΘΝΙΚΟ ΤΥΠΟΓΡΑΦΕΙΟ 



































